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Zur Kenntnis der Co-Zymase als Phosphatiibertrager. 
Von 
Ragnar Vestin. 


Mit 2 Figuren im Text. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Februar 1936.) 








Nach den Untersuchungen der beiden letzten Jahre, haupt- 
siichlich aus der Heidelberger und der Lemberger Schule, besteht 
die Rolle der Muskeladenylsiure bzw. des Adenosintriphosphates 
als Co-Enzym der anaeroben Glykolyse und des Phosphokreatin- 
umsatzes im Muskel in erster Linie darin, daB diese Stoffe zu- 
sammen mit den erforderlichen Enzymen die Uberfiihrung der 
Phosphatgruppen zwischen verschiedenen Substraten vermitteln. 
Auch bei der alkoholischen Girung kann das Adenylsiiuresystem 
in analoger Weise wirken. Diese Phosphatiiberfiihrung kommt 
zustande teils durch die Wirkung der Muskeladenylsiure als 
Phosphatakzeptor gegeniiber gewissen phosphathaltigen Substanzen, 
und teils durch die Rolle des Adenosintriphosphates als Donator. 

Ks ist experimentell gezeigt worden, daf die Adenylsiure 
unter Ubergang in Adenosintriphosphat Phosphat aus der Phos- 
phobrenztraubensdure aufnehmen kann, und zwar sowohl im 
Knzymsystem der Hefe') als in dem des Muskelextraktes*). Auch 
gegeniiber Phosphokreatin kann die Adenylsiure als Phos- 
phatakzeptor’) wirken; schlieBlich mu8 hier die kiirzlich be- 
schriebene Umesterung zwischen Hexosediphosphat und Adeny]l- 
siure*) erwihnt werden. 





1) Lutwak-Mann u. Mann, Biochem. Z. 281, 140 (1935); vgl. auch 
Euler u. Adler, Ark. f. Kemi, Miner. 0. Geol. 12B, Nr. 12 (1935). 

7) a) Needham u. van Heyningen, Nature (Lond.) 135, 185 (1935); 
b) Ostern, Baranowski, Biochem. Z. 281, 157 (1935); ce) Lehmann, 
Biochem. Z. 281, 271 (1935). 

*) Lohmann, Biochem. Z. 271, 264 (1934). 

4) a) Parnas, Lutwak-Mann u. Mann, Biochem. Z. 281, 168 (1935); 
b) Ohlmeyer, Biochem. Z. 283, 114 (1935). 
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In naher Beziehung mit diesen Dephosphorylierungen durch 
Adenylsiure stehen die friiher beschriebenen Reaktionen, bei 
welchen eine Hydrolyse (Mineralisierung) phosphathaltiger Pro- 
dukte { Phosphobrenztraubensiure ®), Phosphokreatin %)] in Gegenwart 
des Adenylsiuresystems als Co-Knzym erfolgt. 1934 formulierte 
K. Lohmann’) die Phosphokreatin-Mineralisierung in Uberein- 
stimmung mit folgendem Reaktionsverlauf: 

a) 2 Phosphokreatin + Adenylsiiure = 2 Kreatin + Adenosin- 
triphosphorsiaure, 

b) Adenosintriphosphorsiure + 2 Wasser = Adenylsiure + 
2 Phosphorsiure. 

Es ist somit Lohmanns Verdienst, zuerst die Co-Enzymrolle 
des Adenylsiuresystems bei einer derartigen Reaktion entsprechend 
der gegenwirtigen Anschauungsweise klargelegt zu haben. 

Die Phosphobrenztraubensiure-Mineralisierung verliuft, wie 
gezeigt wurde, in analoger Weise’). 

In der Reaktion b), bei der phosphatatischen Spaltung der 
Adenosintriphosphorsiure in freies Phosphat und Adenylsiure, 
kann man, einem Vorschlag von Parnas’) entsprechend, Adenosin- 
triphosphorsiure als Phosphatdonator gegeniiber Wasser (als 
Acceptor) auffassen. 

Biologisch von gréBter Bedeutung sind diejenigen Reaktionen, 
bei welchen das Adenosintriphosphorsiure-Phosphat auf Kohlen- 
hydrat oder Kreatin iibertragen wird. Daf die Bedingungen fiir 
eine Umesterung zwischen Adenosintriphosphat und Glucose bei 
der alkoholischen Girung vorhanden sind, geht bereits hervor 
aus der von Kuler und Adler) beschriebenen Erweiterung der 
Robisonesterdehydrierung auf Fructose und Glucose in Systemen, 
in welchen Phosphat von Adenosintriphosphorsiure auf die Hexosen 
iibertragen wird durch ein aus der Hefe isoliertes EKnzym, die 
Heterophosphatese. Auch im Muskelextrakt kann eine derartige 
Reaktion stattfinden, wie in den letzten Monaten von Meyerhof 
und Kiessling®) dargetan wurde. 

Die Rolle der Adenosintriphosphorsiure als Phos- 
phatdonator gegeniiber Kreatin geht schon aus Versuchswerten 





*) a) Lohmann u. Meyerhof, Biochem. Z. 273, 60 (1934); b) Barren 
scheen, Lorber u. Meeraus, Biochem. Z. 276, 147 (1934); 278, 386 (1935). 

*) Ostern, Baranowski u. Reis, Biochem. Z. 279, 94 (1935); Leh- 
mann, Biochem. Z. 281, 271 (1935). 

’) Parnas, Klin. Wschr. 1938, 1017. 

‘) Euler u. Adler, Diese Z. 235, 122 (1935). 

*) Meyerhof u. Kiessling, Biochem. Z. 283, 83 (1935). 
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wch @&  hervor, welche Meyerhof und Lohmann 1932 verdffentlicht 
bei '  haben?°) und ist spiater ausfiihrlich behandelt worden” 1’). 

r0- Es ist also bewiesen, da8 einerseits die Adenylsiiure Phosphat 
vart aus Phosphatdonatoren (Phosphobrenztraubensiure, Phosphokreatin 
rte und Hexosediphosphat) aufnehmen kann; andererseits kann eine 
in- Phosphatiiberfiihrung von Adenosintriphosphorsiure auf Akzeptoren 
'  (Kohlenhydrat, Kreatin und Wasser) stattfinden. Sind sowohl 
sin- |  Phosphatdonator als -akzeptor sowie eine kleinere Menge Adenyl- 
siure oder Adenosintriphosphorsiure vorhanden, so liegt ein ge- 
it. schlossenes Umesterungssystem vor, innerhalb dessen beliebige 
' Mengen Phosphat durch das als Co-Ferment wirksame Adeny]l- 

le siiuresystem tiberfiihrt werden kénnen. 
nd In erster Linie muB unter diesen Reaktionen die Umeste- 
rung der Phosphobrenztraubensiiure auf Kohlenhydrat iiber das 
vie Adenylsiuresystem erwihnt werden, eine Reaktion, welche als 
Teilvorgang der alkoholischen Girung von Meyerhof und Kiess- 
ler ling!*) entdeckt und dann beziiglich der Rolle des Adenylsiure- 
re, | systems von Kuler und Adler?’) sowie von Parnas, Lutwak- 
in- Mann und Mann’) bearbeitet worden ist. Die Umesterung findet, 
ils wie Meyerhof und Kiessling®) gezeigt haben, in analoger Weise 

im Muskelextrakt statt. 

n, Auch die ,,Parnassche Reaktion“?!*), die Umesterung zwischen 
n- | Phosphobrenztraubensiure und Kreatin unter Synthese von Phos- 
ir | phokreatin, ist eine solche vom Adenylsiuresystem abhingige 
ei : Umesterungsreaktion, wofiir der experimentelle Beweis von ver- 
or schiedenen Seiten?* 152°) geliefert wurde. Hieraus ergibt sich auch, 
or daf das Adenylsiuresystem im Muskel das vermittelnde Glied darstellt 
~ Fi zwischen dem Kohlenhydratabbau und dem Phosphokreatinumsatz. 
" Durch Arbeiten von Lohmann!*) und einer Anzahl Unter- 
ie suchungen aus diesem Institut [Euler u. Nilsson?") und Euler u. 
e Giinther?)] ist seit langerer Zeit bekannt, daB die Co-Zymase als 





ic ce 
1”) Meyerhof u. Lohmann, Biochem. Z. 253, 431 (1932). 
") Ostern, Baranowski u. Reis, C.r. Soc. Biol. 118, 1114 (1935). 
2) Meyerhof u. Kiessling, Naturw. 23, 501 (1935); Biochem. Z. 
n 281, 249 (1935). 

8) Euler und Adler, Ark. f. Kem. 12B, Nr. 12, Okt. 1935. 

4) Parnas, Ostern u. Mann, Biochem. Z. 275, 74 (1935). 

%) Ostern, Baranowski u. Reis, C. r. Soc. Biol. 118, 1414 (1935); 
Biochem. Z. 279, 85 (1935). 

18) Lohmann, Biochem. Z. 241, 67 (1931). 

1”) Euler u. Nilsson, Diese Z. 208, 173 (1932). 

8) Kuler u.Giinther, Diese Z. 238, 104 (1935); 237, 221 (1935). 
g* 
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Co-Enzym bei der Glykolyse im Muskelextrakt wirksam ist, 
Hierbei muB in dialysierten Extrakten ein induktionsaufhebender 
Faktor (Hexosediphosphat) anwesend sein; dies ist auch der Fall 
bei der Glykolyse, welche durch Adenylsiure aktiviert ist [Euler 
und Giinther?*)]. Ausgehend von dem Befund von Euler und 
Giinther?*), daB man auch durch Zusatz von erhitzter, girungs- 
inaktiver Co-Zymase die Glykolyse aktivieren kann, und dem 
Befund von Kuler und Vestin”®), daB auch die bei der Glykolyse 
eintretende Phosphorylierung durch Co-Zymase aktiviert wird, stellte 
Kuler die Hypothese auf, daB man bei der Co-Zymase zwei Akti- 
vatorfunktionen zu unterscheiden hat, eine oxydoreduktive 
und eine phosphatibertragende. Bei der alkoholischen Girung 
miBten beide Funktionen zur Wirkung kommen, wihrend bei der 
Glykolyse die von der Wirmeinaktivierung unbeeinfluBte phos- 
phatiibertragende Funktion allein ausreichend ist. 

Kine experimentelle Stiitze fiir die Auffassung der Co-Zymase 
als Phosphatiibertrager bei der alkoholischen Garung ist bereits 
von Kuler und Adler?) geliefert worden, welche gezeigt haben, 
daB die Umesterung zwischen Phosphobrenztraubensaéure und 
Glucose ebensowohl in Gegenwart von Co-Zymase als von wiirme- 
inaktivierter Co-Zymase oder Adenylsiiure geschehen kann. 

Ks wire deshalb yon Interesse zu untersuchen, ob eine ent- 
sprechende phosphatiibertragende Funktion der Co-Zymase auch 
bei Umesterung im Muskelextrakt sich experimentell nachweisen 
lieBe. Da die Umesterung zwischen Phosphobrenztraubensiure 
und Kohlenhydrat im Muskelextrakt®) iiber das Adenylsiuresystem 
bei der Durchfiihrung der vorliegenden Untersuchung noch nicht 
beschrieben war, habe ich diese bemerkenswerte Umesterungs- 
reaktion unbericksichtigt gelassen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst untersucht, ob 
das Adenylsiuresystem ersetzt werden kann durch Co-Zymase 
baw. inaktivierte Co-Zymase bei folgenden Reaktionen: 

1, Mineralisierung der Phosphobrenztraubensiure, 

2. Mineralisierung des Phosphokreatins, 

3. Umesterung zwischen Phosphobrenztraubensiiure und 
Kreatin (Phosphokreatinsynthese). 


Herrn Prof. H. v. Euler, auf dessen Veranlassung diese Arbeit aus- 
vefiihrt wurde, danke ich bestens fiir weitgehende Unterstiitzung. 


1%) Kuler u. Giinther, Diese Z. 235, 112 (1935). 
**) Kuler u. Vestin, Diese Z. 237, 1 (1935). 
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Methodik. 


A. Extrakte. — Zur Darstellung der Extrakte sind ausschlieBlich 
Rattenmuskeln verwendet worden, wobei ich im wesentlichen der Vorschrift 
von Meyerhof 7) folgte. Die Muskeln wurden schnell abgekihlt und 
zerschnitten und 2mal mit der gleichen Menge Wasser digeriert; nach Ab- 
zentrifugieren wurde der Riickstand kriftig ausgepreBt. 'nmittelbar nach 
Darstellung wurde der Extrakt gegen Wasser oder gegen eine 0,5—1,0°/, ige 
KCl-Lésung bei einer Temperatur von + 9° durch Kollodiumschliiuche oder 
Cellophan (Kalle & Co.) dialysiert. 


Versuch l. Vergleich zwischen den gegen Wasser 
und gegen 1°/, ige KCl-Lésung dialysierten Extrakten 
beziiglich der Aktivitat bei der Mineralisierung 
der Phosphobrenztraubensiaure. 

1 cem Extrakt (dialysiert durch Cellophan unter im iibrigen identischen 
Bedingungen) + 1 ccm Wasser bzw. 1 cem Zusiitze, enthaltend 3,28 mg 
Phosphoglycerinsiure oder 3,28 mg Phosphoglycerinsiure + 0,1 mg Adenosin- 
triphosphorsdure (berechnet als Ba-Salz). Incubationszeit 60 Minuten. 








» Dialyse gi gegen 
Wasser if 1°/ KCl 
Urspriinglicher Gehalt an anorg. P @ mg P/eem) ‘ 0,536 0,536 
Nach 100 Minuten Dialyse.........4-.. 0,292 | 0,278 
Incubation mit Phosphoglycerinsiure allein ... . 0,341 0,333 
SO Pe eee eee 9 10 
Incubation mit i ae cpm + Adenosin- 
_ triphosphorsiiure. . . 2. 2... ee eee 0,391 0,476 
A eee eee ie oe. ae 18 36 


Wie aus dem Versuch 1 hervorgeht, ist fiir die Mineralisierungs- 
reaktionen die Dialyse gegen KCl-Lésungen vorzuziehen. Dagegen scheint 
die Dialyse gegen Wasser die Aktivitét des Extraktes hinsichtlich der 
reinen Umesterungsreaktionen (Versuch 9) nicht zu vermindern. 

Nach der Dialyse wurde der Extrakt filtriert, lingere Zeit auf bewahrte 
Extrakte nach Neutralisation. Die Verminderung des Mg-Gehaltes wurde 
bei allen Versuchen kompensiert durch Zusatz von 0,1 mg Mg (als Sulfat) 
zu jedem cem Extrakt. 

Die Incubationstemperatur betrug 20—21°; und die Incubation wurde 
mit 4°/,iger eiskalter Trichloressigsiurelésung unterbrochen. 


B. Praparate. Zwei verschiedene Priiparate von Co-Zymase wurden 
verwendet, welche Herr Dr. F. Schlenk dargestellt hat: Priiparat Nr. 312 
von héchstem Reinheitsgrad*’), frei von Co-Dehydrase II**) sowie Nr. 369 
von etwas geringerem Reinheitsgrad, etwas Co-Dehydrase IL enthaltend. 





71) Lohmann, Biochem. Z. 237, 452 (1931). 
%) Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 257, 1 (1935). 
72) Euler u. Adler, Diese Z. 235, 164 (1935); 238, 233 (1936). 
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Beide Priiparate waren nach der Cupromethode') gereinigt. Die Wirme- 
inaktivierung der Co-Zymase wurde in alkalischer Lésung (0,03 n-NaOH) 
vorgenommen**), und zwar 4 Minuten bei 100°, hierauf Neutralisierung. 


Die Adenosintriphosphorsiure wurde aus Muskel nach Barrenscheen 
und Filz*) isoliert, die Phosphobrenztraubensiure wurde synthetisiert nach 
Kiessling”), das Phosphokreatin wurde aus Muskel nach Lohmann?” 
bereitet. Die Adenylsiure verdankt das Institut der Firma Dr. Georg Henning, 
Berlin-Tempelhof. Die Phosphoglycerinsiure wurde dargestellt nach dem 
von Vercellone und Neuberg”) beschriebenen Verfahren. Stockholmer 
Oberhefe gab hierbei eine gute Ausbeute an leicht gereinigtem Priiparat, 
welches bei der Phosphatanalyse sich frei von anorganischem P erwies und 
organisches Phosphat in der berechneten Menge enthielt. 


_Alle als Ba-Salz vorliegenden Priiparate wurden vor der Anwendung 
mit UberschuB von Na,SO, umgesetzt. 


C. Analysen. Anorganisches Phosphat (sowie Phosphokreatinphosphat) 
wurde bestimmt im Trichloressigsiurezentrifugat nach der Methode von 
Fiske und Subarrow, modifiziert fiir das Stufenphotometer von T.T eorel1*). 
Das Pyrophosphat wurde nach Lohmann®) in 1n-Salzsiure 7 Minuten 
bei 100° hydrolysiert. 

Fiir die Bestimmung des Phosphokreatins wurde im Trichloressigsiiure- 
zentrifugat das anorganische Phosphat mit ammoniakalischem Magnesium- 
citrat [Mathisons Reagens*’)] ausgefillt. Hierauf wurde sowohl das nicht 
ausgefillte Kreatinphosphat (p,) wie das ausgefillte anorganische Phosphat 
(ease) nach Auswaschen der Krystalle mit 1°/, igem Ammoniak bestimmt. 


SchlieBlich wurde die Summe (Po) des Phosphokreatinphosphates und des 
anorganischen Phosphates direkt im Trichloressigsiurezentrifugat bestimmt. 
Fiir die Hydrolyse des Phosphokreatins lie’ man die Analysenproben nach 
Zusatz des Schwefelsiuremolybdates 2 Stunden bei 30° stehen. In allen 
Versuchen wurde eine gute Ubereinstimmung zwischen py und py + Panory 


gefunden. 

Die Bestimmung der Brenztraubensiiure wurde im wesentlichen in 
Ubereinstimmung mit Case*) ausgefiihrt. Die colorimetrische Ablesung 
wurde jedoch immer ersetzt durch eine photometrische unter Verwendung 
des Stufenphotometers (Filter 570 mu). Ein besonderer Versuch zeigte, dal 
Brenztraubensiure-Dinitrophenylhydrazon, gelést in alkalischem Alkohol, in 
dem fiir eine soleche Ablesung in Betracht kommenden Konzentrations- 
intervall genau dem Beerschen Gesetz folgt, so daB eine Absolutcolorimetric- 
rung befriedigende Resultate ergibt. Die Photometrierung kann vorteilhaft 
auch mit der von Barrenscheen verwendeten direkten Ausfiillung des 
Dinitrophenylhydrazons **) kombiniert werden. 


4) Vgl. Myrbick, Diese Z. 283, 95 (1935). 
*5) Biochem. Z. 250, 281 (1932). 
26) Ber. chem. Ges. 68 (1935). 


27) Biochem. Z. 194, 318 (1928). 6) Biochem. Z. 280, 161 (1935). 
2% Biochem. Z. 230, 1 (1981). 8°) Biochem. Z. 194, 306 (1928). 
51) Biochemic. J. 4, 233 (1909). 3*) Biochemie. J. 26, 753 (19382). 


38) Neuberg u. Kobel, Biochem. Z. 216, 495 (1927). 
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me- 
)H) Ergebnisse. 
a Fiir den Vergleich von Co-Zymase einerseits und Adenyl- 
im siure bzw. Adenosintriphosphorsaiure andererseits bei Umphos- 
27) phorylierungen, war es zunichst von Interesse, ihre Wirkungen 
ig, als Aktivatoren fiir den Umsatz des anorganischen Phosphates bei 
” der Glykolyse vergleichend zu untersuchen. Sowohl die aktivierende 
4 Wirkung der Co-Zymase wie der Adenylsiure bei der Phosphory- 
d lierung sind bereits bekannt?°) und ein Vergleich zwischen den 
Veresterungskurven (Versuch 2), welcher sich auf Versuche mit 
g cleichem Extrakt bezieht, zeigt einen gleichartigen Verlauf. 


) Versuch 2. Phosphatveresterung bei Glykolyse 
| : in Gegenwart von Co-Zymase, wirmeinaktivierter 
| Co-Zymase und Adenylsiure als Aktivatoren. 


5 cem Extrakt (dialysiert 3 Stunden durch Kollodium gegen 1°/,iges KC)) 
+1cem einer Lésung, enthaltend 0,5 ccm m/10-Phosphat, py = 7,4, 0,25 cem 
4,3 °/,iges Na-Bicarbonat, 0,5 mg Na-Hexosediphosphat, 15 mg Glykogen 
+ 1eem Aktivatorlésung, enthaltend 0,6 mg Adenylsiiure, Co-Zymase 
(Nr. 369) bzw. inaktivierte Co-Zymase. 
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Fig. 1. Phosphatumsatz bei der Glykolyse. 





In den ersten 30 Minuten tritt schnell Phosphorylierung ein, 
hierauf folgt allmihlich Mineralisierung. In quantitativer Hin- 
sicht zeigt sich dagegen eine auffallende Verschiedenheit, indem 
die durch die Adenylsiure bewirkte Veresterung bedeutend ge- 
ringer ist. 
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I. Mineralisierung der Phosphobrenztraubensaure. 


Bei der Mineralisierung der Phosphobrenztraubensaure in 
frisch dialysiertem Muskelextrakt kann sowohl die Co-Zymase 
als die wairmeinaktivierte Co-Zymase als Aktivator 
fungieren. In quantitativer Hinsicht stimmen die Wirkungen 
der wirmeinaktivierten Co-Zymase mit denjenigen der Adenosin- 
triphosphorsaure (gleiche Gewichtsmenge, berechnet als Ba-Salz) 
der GréBenordnung nach iiberein. 


Versuch 3. Mineralisierung der Phosphobrenz- 
traubenséiure mit schwach wirksamem Extrakt 
und geringen Aktivatormengen. 

i cem Extraktmischung (dialysiert 2 Stunden 45 Minuten durch Kollodiuin 
gegen 0,6 °/,iges KCl; zu 10 ccm wird 1 cem m/10-Phosphat, py, = 7,4, 
und 1 cem 2,6 °/,iges Na-Bicarbonat hinzugefiigt) + 1 ccm Zusatz, enthaltend 
0,78 mg Phosphoglycerinsiure + Aktivatoren. Incubation 1 Stunde. 














0 
lo 
Aktivator mg P/eem Minerali- 
sierung 
— (keine Incubation). ..... 0,140 ~_- 
ii Oe gg 0,155 2 
0,06 mg Adenosintriphosphorsiure 
(berechnet als Ba-Salz). . . . 0,170 4 
0,10 mg desgl. tbe. x 0,190 8 
0,15 mg desgl. ogy! ae 0,225 13 
0,06 mg Co-Zymase (Nr. 312)... . . 0,150 2 
0,10 mg desgl. ce ee 0,150 2 
0,15 mg desgl. se « 0,150 2 
0,06 mg Co-Zymase, inaktiviert . .. . 0,155 2 
0,10 mg desgl. a 0,170 4 
0,15 mg desgl. papa 0,205 9,5 


Die giirungsaktive Co-Zymase besitzt dagegen durchgehend 
eine niedrigere Mineralisierungswirkung, welche in schwachen 
Extrakten (Versuch 3) sogar ganz ausbleiben kann, méglicherweise 
infolge der Anwesenheit einer kleinen Menge von mit dem Wasser 
konkurrierenden Phosphatacceptoren (Kreatin oder Kohlenhydrat) 
im Extrakt. 


Versuch 4. Mineralisierung der Phosphobrenztrauben- 
siiure mit verschiedenen Extrakten in Gegenwart 
wechselnder Mengen von Adenosintriphosphorsiure, 
Co-Zymase und inaktivierter Co-Zymase. 


1cem Extrakt (dialysiert durch Cellophan 3 Stunden gegen 0,6 °/, iges KCl. 
A. Sofort verwendet. — B. 20 Stunden im Eisschrank aufbewahrt). + 1 ccm 





Jug 
Phd 
wir 


Ext 


Bx 
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Zusiitze, enthaltend 0,2 ccm 0,02 m-Phosphat, py = 7,4, ferner 3,28 mg 
Phosphoglycerinsiiure, sowie Aktivatoren, deren Menge in mg angegeben 
wird (Adenosintriphosphorsdure, berechnet als Ba-Salz). 























0/ 
io 
Aktivator mg P/2 ccm | Minerali- 

sierung 
Extrakt A _ 0,317 oe 
0,2 mg Adenosintriphosphorsiure . 0,637 58 
0,3 mg desgl. ah es 0,642 59 
0,4 mg desgl. ae 0,658 62 
0,2 mg Co-Zymase (Nr. 312)... . 0,510 35 
0,3 mg desgl. oe ae 0,514 36 
0, 4 mg desgl. a 0,527 38 
0, 2 mg Co-Zymase, inaktiviert . . . 0,590 50 
0, 3 mg desgl. nae 0,640 59 
0,4 mg desgl. i cae ca 0,633 58 

Extrakt B — (ohne Phosphoglycerinsiure) 0,315 

— 0,335 4 

0,1 mg — , 0,520 37,5 
0, 15mg desgl. ce 0,545 42 
0,20 mg desgl. ace os 0,555 44 
0,10 mg Co-Zymase (Nr. 312) .. . 0,334 4 
0,15 mg desgl. oe 0,457 26 
0,20 mg desgl. a 0,472 29 
0, 10mg Co-Zymase, inaktiviert . . 0,552 43 
0, 15mg desgl. on 0,570 47 

0,20 mg desgl. — 0,597 51,5 


Aus dem Versuch 4 scheint hervorzugehen, daB eine Ver- 
mehrung der Co-Zymasemenge die niedrigere spezifische Wirk- 
samkeit der Co-Zymase nicht kompensieren kann. 

Die erwihnten Verschiedenheiten treten deutlich hervor, wenn 
nan diejenige Aktivatorkonzentration aufsucht, bei welcher eine 
gewisse Proportionalitat zwischen Aktivatormenge und Wirkungs- 
srad vorliegt (Versuch 5). 


Versuch 5. Mineralisierung der Phosphobrenztrauben- 
siure bei Aktivatorkonzentrationen 
innerhalb des ,,Proportionalitatsbereiches“. 

Extrakt: dialysiert durch Cellophan 2Stunden 15 Minuten gegen 0,9 °/,iges 


KCl, dann 60 Stunden im Eisschrank. Co-Zymase Nr. 312. Reaktions- 
inischungen wie in Versuch 4. Vgl. Fig. 2, S. 108. 


Als MaB der Mineralisierungswirkung wurde die nach einer 
gewissen Zeit freigemachte Menge anorganischen Phosphates be- 
niitzt, ausgedriickt in Prozent der urspriinglich vorhandenen Menge 
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Phosphoglycerinsiure-Phosphates. Dies erscheint berechtigt, da 
keine wesentlichen Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Mine- 
ralisierung (Versuch 6) beobachtet werden konnten. 





























if . 

D> 30 a "7 
e % 
3 20+ / - 
= 70} J y ; 
a7 A | 
= 0 g ZK 

Aktivatormenge—» 071mg Q2mg 


HAdenosintriphosphorsdure 
[| Garungsinaktivierte Cozymase 
EB Garungsaktive Cozymase 


Fig. 2. Phosphobrenztraubensiure-Mineralisierung. 


Versuch 6. Mineralisierungsverlauf der Phosphobrenz- 
traubensaéure in Gegenwart verschiedener Aktivatoren. 

1cem Extrakt (dialysiert 3Stunden durch Cellophan gegen 0,9°/, iges KCl, 
hierauf 40 Stunden im Eisschrank) + 1 cem Zusiitze, enthaltend 3,28 mg 
Phosphoglycerinsiure + 0,2 ccm 0,02 m-Phosphat, py = 7,4, sowie 0,2 mg 
Aktivator (Adenosintriphosphorsiure als Ba-Salz berechnet). 


Phosphat in mg P/2 ccm und °/, Mineralisierung. 








Feit Inakt. 











i ie ' lo | ; 
in Min. Co dymase | /) Min. Co-Zymase | /) Min. Atp. | /> Min. 
0 0,320 | — 0,320 | — 0,320 | - 

10 0,341 4 0,345 | 5 0,348 | 5 
30 0,364 8 0,409 16 0,390 | 13 
90 0,453 24 0,530 38 0,510 | 35 


In diesen Versuchen sind die gleichen Gewichtsmengen von 
Adenosintriphosphorsiure (berechnet als Ba-Salz) und Co-Zymase 
verglichen worden. 

Hierbei wurde keinerlei Annahme gemacht iiber das Molekular- 
gewicht der Co-Zymase; jedoch dirfte man auf Grund der neuesten 
Untersuchung von Kuler, Albers und Schlenk?’) annehmen 
kénnen, dab annihernd iquimolekulare Mengen der beiden Sub- 
stanzen vorliegen. 

Als Substrat wurde Phosphoglycerinsiure verwendet, nach- 
dem in einem Vorversuch festgestellt worden war, daB das Gleich- 
gewicht zwischen Phosphoglycerinsiure und Phosphobrenztrauben- 
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da 


: siure>*) in den angewandten Extrakten sich in wenig Minuten 
ne- ; 


einstellt. Als weitere Kontrolle wurden auch Versuche mit 
Phosphobrenztraubensiure als zugesetztes Substrat (Versuch 7) 
ausgefiihrt, deren Ergebnisse mit den itbrigen Beobachtungen 
iibereinstimmen. In diesem Versuch ist auch die freigemachte 
Brenztraubensiure quantitativ bestimmt worden. 


Versuch 7. 
Mineralisierung der Phosphobrenztraubensiure 
bei Phosphobrenztraubensiure als zugesetztem Substrat. 


1 cem Extrakt (dialysiert 3 Stunden durch Cellophan gegen 0,6 °/, KCl, 
hierauf 20 Stunden im Eisschrank) + 1 cem Zusiitze, enthaltend 0,2 ccm 
0,02 m-Phosphat, py = 7,4, und 0,480 Phosphobrenztraubensiure-P und 
Aktivatoren, deren Mengen in mg angegeben sind (Adenosintriphosphor- 
siure als Ba-Salz berechnet). 





' i * °/, Spaltung, 
" /o ber. aus der 
| 7 Aktivator mg P/2 cem| Minerali- Brenz- 
, | sierung traubensiiure- 
, bestimmung 


— (ohne Phosphobrenz- 











traubensiure) ..... 0,305 - — 

_ 0,345 9 12 
0,15 mg Co-Zymase (Nr. 312) . . 0,671 76 78 
0,15 mg Co-Zymase, inaktiviert . 0,735 90 97 
0,15 mg Adenosintriphosphat . . 0,750 93 96 


Da die Konstitution der Co-Zymase noch nicht aufgeklart 
ist, und eine vollstiindige Garantie fiir die Reinheit der hoch- 
aktiven Priiparate noch nicht vorliegt, ist bei solchen Versuchen 
zu fragen, ob die Wirksamkeit der Co-Zymasepriparate durch 
die als Verunreinigung eingehende Adenylséure bedingt wird. 
lies ist jedoch unwahrscheinlich, denn in diesem Fall miibte 
die wiirmeinaktivierte Co-Zymase zu etwa 50°/, und die normale 
Co-Zymase zu etwa 15°/, aus Adenylsiure bestehen. AuBerdem 
spricht hiergegen die ‘latsache, daB die spezifische Adenylsiure- 
desaminase praktisch unwirksam ist sowohl gegen normale wie 
gegen wirmeinaktivierte Co-Zymase**), Man wird also anzunehmen 
haben, daB die beobachteten Effekte tatsichlich der reinen 
Co-Zymase zukommen. 





%) Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 284, 253 (1935). 
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II. Mineralisierung des Phosphokreatins. 

In der wiederholt erwihnten Untersuchung von Lohmann?) 
iiber Kreatinphosphorséurespaltung ist gezeigt, daB auch die 
Co-Zymase als Aktivator dieser Mineralisierung fungieren kann. 
Die Beobachtung Lohmanns habe ich bestatigen kénnen unter 
Anwendung eines von Herrn Dr. Schlenk dargestellten Co-Zymase- 
priparates von bedeutend héherem Reinheitsgrad als das yon 
Lohmann benutzte. 


Versuch 8. 


1,0 cem Extraktmischung (Dialyse 3 Stunden durch Kollodium gegey 
1°/, KCl, zu 10 cem wird 1 ccm 0,1 m-Phosphat, py = 7,4, gesetzt) + 
1,0cem Zusitze: 0,254mg Phosphokreatin-P, sowie Aktivatoren. Incubations 
zeit 1 Stunde. 














Sidteates ing Phospho- */) Minerali- 
reatin-P/ccm sierung 
sve 0,101 19 
0,3 mg Co-Zymase (Nr. 213) .... . 0,059 53 
0,3 mg Co-Zymase, inaktiviert ... . 0,022 82,5 
0,3 mg Adenylsiure......... 0,025 81 


Das Ergebnis Lohmanns scheint also in qualitativer Hinsicht 


auch fiir die hochgereinigte Co-Zymase zu gelten. Es ist daraut 


hinzuweisen, daB in Versuch 8 die gleichen Gewichtsmengen von 
Adenylsiure und Co-Zymase (statt iquivalenter Mengen) zur An- 
wendung gekommen sind und der Unterschied in den mit beiden 
Stoffen erhaltenen Versuchswerten zum grofen Teil auf den Unter- 
schied der Molekulargewichte zuriickgefiihrt werden kann. 


III. ,,Parnassche Reaktion‘, 
Umesterung zwischen Phosphobrenztraubensadure und Kreatin. 


Auch innerhalb des geschlossenen Umesterungssystems, welches 
in der Phosphokreatinsynthese aus Phosphobrenztraubensaure +- 
Kreatin vorliegt, zeigt sich, daB Co-Zymase (und inaktivierte 
Co-Zymase) das Adenylsiuresystem ersetzen kénnen (Versuch %). 


Versuch 9. Synthese des Phosphokreatins in Gegenwart 
von Co-Zymase, wirmeinaktivierter Co-Zymase 
und Adenylsaure als Aktivatoren, Phosphoglycerinsaure 
als Phosphatdonator. 


1eem Extraktmischung (dialysiert durch Cellophan 3 Stunden gegen 
1°/, KCl, hierauf 7 Tage im Eisschrank. Nach Neutralisation werden 
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10 cem mit 1 cem 0,1 m-Phosphat, py = 7,4, und 1 cem 2,6 °/,igem Natrium- 
bicarbonat versetzt) + 0,75 ccm Zusitze: 6,56 mg Phosphoglycerinsiure, 
4mg Kreatin, sowie Aktivatoren. Incubationszeit 60 Minuten. 








; mg Phospho- - 
Aktivator kreatin-P/1,5 cem 


SC. 7 i Se F Se ee + Se Pe eT ee 


— (ohne Kreatin) .......... ‘4 _ 














0,46 mg Adenylsiiture .... . ee or ee ae 0,132 
0,46 mg Co-Zymase (Nr. 369)... ....... 0,063 
) 0,46 mg Co-Zymase, inaktiviert. ........ 0,073 
= 7 0,46 mg Co-Zymase, inaktiviert, keine Incubation — 





Hierbei wurde nach dem Vorgang von Lehmann‘) ein 
wihrend laingerer Zeit verwahrter Extrakt benutzt; als Phosphat- 
i @  donator wurde Phosphoglycerinsiiure zugefiigt. Der Versuch zeigt, 

: daB Co-Zymase und wiarmeinaktivierte Co-Zymase sich gleich- 

artig verhalten, wihrend Adenylsiiure den doppelt so groBen 
Kffekt auf die Synthese des Phosphokreatins ausiibt. Auch hier 
handelt es sich jedoch um einen Vergleich zwischen gleichen 

(Grewichtsmengen. 

, & Auch bei der priparativen Synthese von Phosphokreatin 
rf nach Lehmann’”’) war die wirmeinaktivierte Co-Zymase als 
Phosphatiibertriger gut geeignet. 


Versuch 10. Bildung von Pyrophosphatfraktion 
aus Co-Zymase; Phosphokreatin als Donator. 
0,4 ccm Extrakt (dialysiert 3 Stunden gegen 1 °/, KCl, hierauf 12 Tage 
im Kisschrank) + 0,25 cem Zusiitze: 0,10 cem m/15-Veronalpuffer, py = 7,0, 


und 0,110 mg Phosphokreatin-P, sowie Adenylsiiure bzw. Co-Zymase. 
Incubationszeit 30 Minuten. 























mg P/eem 
Zusatz g P/ 
ax Po | P7 
“st 0,196 | 0,194 
1,25 mg Adenylsiure ...... — 0,149 0,195 
1,25 mg Co-Zymase (Nr. 369)... . . 0,152 0,198 


Aus dem vorliegenden Versuchsmaterial diirfte also deutlich 
hervorgehen, daB der Co-Zymase eine Aktivatorfunktion 
bei den Umphosphorylierungen im Muskel zukommt. Die 
Annahme liegt nahe, daB der Mechanismus dieser Phosphat- 
iiberfihrung dem durch das Adenylsiuresystem ver- 
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ursachten analog ist. Da nun eine Dephosphorylierung der 
Co-Zymase als sehr unwahrscheinlich angesehen werden mub. 


kann aus obiger Feststellung die Existenz eines Co-Zymase- 
phosphates vermutet werden. In diesem Zusammenhang sei an 
eine 1931 von Lohmann geiuBerte Vermutung iiber die Synthese 
einer Adenosinpolyphosphorsiure (Pyrophosphat) aus Co-Zymase 
in Gegenwart von Glykogen erinnert. Aus dem Versuch 10, in 
welchem die Bedingungen fiir eine Synthese der Adenosintriphos- 
phorsiiure aus Adenylsiure (Phosphokreatin als Donator) vorhanden 
sind, geht hervor, daB im Ansatz mit Co-Zymase auch eine Pyro- 
phosphatfraktion auftritt. Ob dieser leicht hydrolysierbare Ester 
wirklich aus phosphorylierter Co-Zymase besteht, wird durch 
priparative Bearbeitung entschieden werden. 


Zusammenfassung. 


Ausgehend von der Tatsache, da8 sowohl natiirliche Co-Zy- 
mase wie wirmeinaktivierte Co-Zymase als Co-Enzym bei der 
Muskelglykolyse wirksam sind, ist von H. v. Euler die Hypothese 
aufgestellt worden, daB Co-Zymase neben ihrer oxydoreduktiven 
Wirkung auch eine Funktion als Phosphatiibertriger besitzt. 
Kine experimentelle Stiitze fiir diese Auffassung ist bereits durch 
die Versuche von Adler geliefert worden, welche die Rolle der 
Co-Zymase als Phosphatiibertriiger bei der alkoholischen Girung 
gezeigt haben. 


In der vorliegenden Arbeit, welche 


1, die Mineralisierung der Phosphobrenztraubensiure bzw. 
Phosphoglycerinsiure, 

2. die Mineralisierung des Phosphokreatins, 

3. die Parnassche Reaktion 
betrifft, konnte dargetan werden, dab die Co-Zymase (sowie die 
warmeinaktivierte Co-Zymase) auch im Muskelextrakt eine solche 
phosphatiibertragende Funktion, analog derjenigen des Adenyl- 
siuresystems, ausiibt. 














Chemische Untersuchungen an hochgereinigter Co-Zymase. 
Von 


H. von Euler, H. Albers und F. Schlenk. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mirz 1936.) 


Der im Tier- und Pflanzenreich auBerordentlich verbreiteten 
und fiir den Kohlenhydratumsatz unentbehrlichen Co-Zymase 
kommen — wie die Arbeiten dieses Instituts im letzten Jahr 
ergeben haben — zwei wichtige Funktionen zu: in erster Linie 
diejenige als Wasserstoffiibertriger, welche nunmehr im 
wesentlichen aufgeklirt ist, und zweitens die neuerdings studierte 
Funktion als Phosphatiibertriger, durch welche Beziehungen 
zur t-Adenylsiure hervortreten. 

Zu dieser Aufklirung ihrer biochemischen Rolle und zur 
Krmittlung ihres Wirkungsbereiches war die méglichst vollstiin- 
dige Reindarstellung der Co-Zymase notwendig, und die friiheren 
diesbeziiglichen Arbeiten muBten erneut aufgenommen und fort- 
gefiihrt werden. Die Zusammensetzung der friiheren Priparate 
wies nimlich darauf hin, daB die Co-Zymase in denselben von 
Stoffen begleitet war, von welchen sie befreit werden mubBte, 
bevor man an die Untersuchung ihrer Konstitution gehen konnte. 
Ks war deshalb fiir die chemische Erforschung der Co-Zymase 
die erste wesentliche Aufgabe, dieses Co-Enzym mit einem Wir- 
kungsgrad darzustellen, der durch kein Verfahren mehr gesteigert 
werden konnte, besonders aber die Co-Zymase, die bisher nur 
in Konzentraten von wechselnder Zusammensetzung vorlag, in 
fester, chemisch einheitlicher Form zu gewinnen. Ein ent- 
scheidender Fortschritt wurde in dieser Hinsicht erzielt durch 
die KEntdeckung (H. Albers), daB durch Fallung als Komplexsalz 
des einwertigen Kupfers Co-Zymasepriiparate erhalten werden, 
welche mindestens den doppelten Wirksamkeitsgrad (ACo-Wert) 
der yvorher besten, den vierfachen der durchnittlich erhaltenen 
Co-Zymasepriiparate aufweisen. Mit solchen Produkten konnte 
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dann eine Feststellung der Spaltprodukte bzw. der Komponenten 
der Co-Zymase!*) und ihres Wirkungsbereiches!») vorgenommen 
werden. 


I. Reinigung der Co-Zymase und Darstellung in fester Form. 


Von einer Darstellung der friiheren Verfahren, also von einer 
geschichtlichen Einleitung, kénnen wir absehen, da solche aus 
verschiedenen Perioden vorliegen’). Wir beschreiben die Dar- 
stellung so, wie sie jetzt in diesem Institut ausgefiihrt wird, 
unter Angabe der durch die verschiedenen Operationen erzielten 
Reinheitsgrade. Bevor wir darauf eingehen, miissen Definitionen 
von Reinheits- bzw. Wirksamkeitsgrad kurz in Erinnerung 
gebracht werden *4), 

Kinheit der Wirkung: 1 Co ist die Co-Zymasemenge, welche 
unter festgelegten Bedingungen im Girversuch 1 ccm CO, pro 
Stunde entwickelt. 

Reinheitsgrade werden angegeben durch die ACo-Werte. 





eem CQ, 
2 i Stunde 1. _ Co 
ACoe g Trockengewicht oder ACo = ca 


Zur Bestimmung von Co und ACo. 


Die Co-Zymasepriiparate werten wir stets im Girungsversuch aus. 
Die Methodik ist von Myrbiack ausgearbeitet und eingehend beschrieben 
worden. [Vgl. Erg. d. Enzymf. 2, 139 (1933)]. 

Uber die Apo-Zymasen sei hier in Erginzung des dort Gesagten nocli 
folgendes bemerkt: Fast alle Apo-Zymasen geben im Giirversuch unter 
einander verschiedene Werte. Deshalb haben wir unsere Angaben iiber 
ACo-Werte auf eine Standard-Apo-Zymase bezogen; mit anderen Apo- 
Zymasen erzielte Ergebnisse multiplizieren wir mit einem Faktor, der sich 
aus den Girwerten dieser Apo-Zymasen bei Zusatz eines Standard-Co-Zy 
masepriiparates ergibt. Die Co-Zymase ist in trockener, fester Form viel 
haltbarer als Apo-Zymase, die hiufig schon nach vier Wochen deutlich an 
Wirksamkeit verliert. Um auch gegen Alterserscheinungen unserer Stan- 
dard-Co-Zymase gesichert zu sein, verwendeten wir hierfiir ein nach der 
Cu!-Salz-Methode gewonnenes Priiparat, da die an dieser Stelle anfallenden 
Co-Zymasen die geringsten Schwankungen in der Aktivitit zeigen und so 
jederzeit ein Ersatz geschaffen werden kann. Um mit friiheren Veréffent 
lichungen vergleichbare Zahlen geben zu kénnen, schrieben wir unserer 
Test-Co-Zymase den ACo-Wert 400000 zu, der mit einer guten Durch 
schnitts-Apo-Zymase erhaiten wurde. Andere Apo-Zymasen zeigen mit 
diesem Co-Zymasepriiparat ACo-Werte von 100000—600000. 

Die Genauigkeit der Girungsmethode iibersteigt nie + 10°/). 


Bestimmung des ACo-Wertes. Handelt es sich um eine Lésung, 
so bestimmt man durch Girung die Anzahl Co/eem und dampft ein ge 





li 


~ | ™ ZA 










































Chemische Untersuchungen an hochgereinigter Co-Zymase. 115 


messenes Volumen zur Trockene ein (110°). Aus dem Co-Wert und dem 


te 
‘ Trockengewicht errechnet man ACo nach der eingangs gegebenen Formel. 


ine Von festen Priiparaten lést man eine gewogene Menge in einem ent- 
sprechenden Volumen Wasser und ermittelt Co/ecm durch Giirung. ACo 
ergibt sich aus Einwage und Anzahl Co. 
a Reinigungsgang. 
us| Der Gang unserer Co-Zymasedarstellung wird am iibersicht- 
rf lichsten durch das folgende Schema gekennzeichnet: 
d, | Ausbeute Durchschn. 
. ae he Reinh.-Grad 
ACo-Wert 
1 Kochsaft aus 10 kg Hefe . . . . . . . . 500000 500 
g + Pb(CH,COO), 
Lésung a (Niederschlag verworfen). . . . 450000 5000 
e + Hg(NOQ,),; 
' Niederschlag + H,S: Lésung b . .. . . 225000 10 000 
+ Phosphorwolframsiure 
Niederschlag+ H,SO, Amylalk.-Ather: Lésunge 145 000 35 000 
+ AgNO, + NH, 
Niederschlag + H.S: Lisung d . .. . . 143000 100 000 
Cuprosalz + H,S 
Lisung + Alkohol 
CO lw ee le he OO 400 000 
Weitere Reinigung durch: 
a) Alkoholfraktionierung, 
b) HCl—Methanol—KEssigesterverfahren, 
c) Adsorption und Elution. 
| Gelegentlich wurde die Cupromethode in einem abgekiirzten Verfahren 
verwendet. Dabei wurde entweder die Lésunga (vgl. obiges Schema) oder 
die Lésung b als Cuprosalz gefillt und die Fiillung mit H,S entkupfert. 
Wir erhielten: 
Ausgehend von Lisung a mit 17°/, Ausbeute ACo 132000 
”? ” ” b ”? 15 ”? ”? ”? 200 000 : 

Die weitgehende Einheitlichkeit der Co-Zymasepriiparate 
nach der Cuprosalzfillung geht, abgesehen von den iibereinstim- 
menden ACo-Werten, auch aus den Resultaten der EKlementar- 
analysen hervor, die von uns vor einiger Zeit in dieser Zeit- 

schrift vorliufig mitgeteilt wurden. Die Priiparate enthalten 


weder Schwefel noch Halogen. 

Mit diesen Priiparaten wurden unsere chemischen Unter- 
suchungen und die ausgedehnten neueren Arbeiten des hiesigen 
‘ Institutes itiber Wirkungsmechanismus und Wirkungsbereich der 
Co-Zymase ausgefiihrt. 
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Gleichzeitig setzten wir die Reinigungsversuche fort. Diese 
brachten deutliche Erfolge, jedoch keine weitere Steigerung der 
Aktivitiit um Betrage, wie es bei der Cuprosalzstufe der Fall war, 

Nach unseren neueren Erfahrungen enthalten Co-Zymase- 
priparate nach der Cuproreinigung bisweilen noch Spuren von 
Co-Dehydrase II (Warburgs Co-Ferment), Adenylsiure, von in- 
aktivierter Co-Zymase und einer schwach gelbfirbenden Verun- 
reinigung unbekannter Natur. GewichtsmaBig diirfte unter diesen 
Verunreinigungen inaktivierte Co-Zymase am meisten ausmachen. 
Zur weiteren Reinigung und Abtrennung kann man drei ver- 
schiedene Wege einschlagen: 

1. Fraktionierte Fallung aus wiBriger Lisung mit Alkohol, 

2. Fallung aus wasserfreier 0,1 n-HCl—Methanollésung mittels 
Kssigester, entsprechend dem von Warburg und Mitarbeitern fiir 
Co-Dehydrase II angegebenen Verfahren ®). 

3. Adsorption und Elution (chromatographische Adsorptions- 
analyse). 

Je nach der Art der begleitenden Verunreinigungen wird 
man einen dieser Wege oder eine Kombination derselben an- 
wenden. 

Die fraktionierte Fallung mit Alkohol eignet sich besonders 
gut zur Abtrennung von geringen Mengen Co-Dehydrase II aus 
Co-Zymasepriparaten, da Co-Dehydrase II neben inaktivierter 
Co-Zymase und dgl. in den ersten Fraktionen angereichert 
wird. Die von uns friher angegebene Ausfiihrungsform’) ist 
etwas abgeiindert worden. 


Beispiel fiir eine fraktionierte Faillung 


2566 mg Co-Zymase (ACo = 400000) in 90 cem Wasser  geldst, 
11 440 Co/cem, insgesamt 1 030 000 Co: 























Ausbeute AC sabaid Co Co-Dehydr.1™ 
evicacneinistecieatananiieaaee ered ae ae Oe .. 
I. ruecee * er ! 160 | 302000 | 48300] 15300 
II. ig pe page ge I 1310 408 000 1534 000 4 000 
ut. pi ogee a IT 500 | 470000 |235 000 0 


817 300 Co = 79,3 °/, Ausbeute, 
22.3 °/, in reinster Form 
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Die Umfallung von Co-Zymase aus n/10-HCl—Methanol mit 
Essigester verliuft genau so, wie es von Warburg und Mit- 
arbeitern fiir Co-Dehydrase II angegeben wurde. Co-Zymase ist 
jedoch in salzsaurem Methanol etwas schwerer léslich. Das Ver- 
fahren eignet sich nach Angabe der genannten Autoren beson- 
ders zum Entfernen von Adenylsiure. Zu beachten ist, daB man 
ein Chlorhydrat der Co-Zymase erhilt, wenn nicht eine Schwer- 
metallfallung angeschlossen wird. Bisweilen steigt der Reinheits- 
grad um etwa 10—15°/,, wenn iiber die Cuproverbindung ge- 
reinigte Co-Zymase verwendet wurde. Héhere ACo-Werte als 
die der besten Alkoholfraktionen erhilt man nicht. 


Adsorption und Elution. Diese Reinigungsmethode bringt 
eine deutliche Steigerung der Aktivitiit. Verwendet wird Al,O, 
nach Brockmann. Co-Dehydrase II und Adenylsiiure werden 
weit stiirker adsorbiert als Co-Zymase. Die Verluste an Uo- 
Zymase sind gering. Das auf diesem Weg erhaltene bisher 
reinste Priiparat hatte den ACo-Wert = 550000. Unsere Ver- 
suche auf diesem Gebiet sind noch nicht abgeschlossen. 


Experimentelle Angaben iiber Reinigung. 


Zur Reinigung haben wir das in diesem Institut von Myr- 
bick ausgearbeitete Schema bis einschlieBlich zur Silberfillung 
beibehalten’). Einige methodische Verbesserungen gehen aus der 
Beschreibung hervor. Eine erhebliche Steigerung der Ausbeuten 
brachte die Erkenntnis, daB manche Schwermetallsulfide die Co- 
Zymase zu adsorbieren vermégen. So werden Verluste bedingt, 
wenn man nach dem Zersetzen der Co-Zymase-Schwermetall- 
fillungen mit Schwefelwasserstoff die Sulfide ohne besondere 
MaBnahmen verwirft. 


1. Hefeextraktion und Bleifillung. 10kg Bickerhefe werden 
in 14 Liter 80—85° warmes Wasser eingetragen und 10 Minuten auf dieser 
Temperatur gehalten. Das noch warme Gemisch wird mit 800 ccm ge- 
siittigter Bleiacetatlésung versetzt. Nach dem Erkalten zentrifugiert man 
(Co-Zymase in Liésung a). 

2. Quecksilberfillung. Aus der Lisung wird die Co-Zymase mit 
HgNO, gefillt. Die hierzu notwendige Menge Fiillungsmittel schwankt. 
Meist geniigen 150 g HgO, gelést in der erforderlichen Menge HNO,, bis- 
weilen sind bis zu 250 g HgO erforderlich. Man stellt durch Zusatz von 
Natronlauge py = 6,5—7 ein und zentrifugiert (Co-Zymase im Niederschlag). 
Der Niederschlag wird mit 1,5—2 Liter Wasser aufgeschlimmt und durch 
Schiitteln mit Glasperlen fein zerteilt. Dann zerlegt man ihn auf der 
Schiittelmaschine mit H,S. Nach dem Filtrieren wird der Schwefelwasserstoff 
g* 
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aus der Lésung vertrieben, indem man lingere Zeit Luft durchsaugt 
(Ausbeutebestimmung durch Girversuch, Liésung b). 


3. Phosphorwolframsdurefillung. Man macht die Lésung 
1°/,ig schwefelsauer und fallt mit 20°/,iger wiBriger Phosphorwolframsiure 
(140 cem fiir je 100000 Co; Co-Zymase im Niederschlag). Zentrifugieren: 
die Mutterlauge hebt man auf, um bei schlechter Ausbeute weiterzufiillen. 
Der Niederschlag wird mit etwa 750 ccm 1°/,iger Schwefelsiure auf. 
genommen, mit dem gleichen Volumen eines Amylalkohol—Athergemisches 
(1:1) versetzt und mit Glasperlen lingere Zeit durchgeschiittelt. Nach Ab. 
trennung der wiBrigen Schicht wird die noch vorhandene Phosphorwolfram- 
siiurefillung wieder mit 1°/, iger Schwefelsiiure aufgeschlimmt und mit frischem 
Amylalkohol-Athergemisch geschiittelt, die beiden wiBrig-sauren Lisungen 
vereinigt und die Schwefelsiiure daraus durch Zusatz von gesiittigter Baryt 
lésung (bis pq = 5) entfernt. Die Ausbeute wird durch Girung ermittelt 
(Lésung c). Betriigt sie weniger als 50°/,, so empfiehlt es sich bisweilen, 
die Mutterlauge der Phosphorwolframsiurefillung weiter mit Phosphor- 
wolframsiiure zu fillen. Dies fiihrt nicht stets mit Sicherheit zu einem Erfolg, 
auch dann nicht, wenn durch Zusatz des Reagens noch eine erhebliche 
Menge Niederschlag entstanden war. Die weitere Bearbeitung der zweiten 
Fiillung erfolgt in der gleichen Weise. 

4. Silberfaillung. Aus der klaren Lésung fillt man die Co-Zymase 
mit Silbernitrat, je 100000 Co erfordern etwa 35 cem einer 20°/,igen Lé- 
sung. Es wird Ammoniak bis pq = 7,5 zugesetzt, wobei die Hauptmenge 
fillt. Man zentrifugiert eine Probe und priift durch Zusatz von mehr 
Silbernitrat, ob die Fillung vollstindig war. Man zentrifugiert, suspen- 
diert den Niederschlag in maBiger Menge Wasser und zerlegt mit H,S. 
Die Co-Zymase bleibt zum Teil am Silbersulfid adsorbiert. Zur Desorp- 
tion saugt man einen lebhaften Luftstrom durch die Lésung, ohne vorher 
das Silbersulfid zu entfernen. Nach etwa 2 Stunden wird filtriert (Girung, 
Lésung 4d). 


5. Cuprosalzfillung. Die Lésung enthalte 400—600 Co/cem, notigen- 
falls engt man sie unter vermindertem Druck ein (Badtemperatur unter 40°). 
Fiir je 20000 Co lést man nun rasch 1 g Kupferchloriir in 9—10 ecm einer 
25°/,igen KCl-Lésung, die 0,1°/, HCl enthilt, dekantiert von einer geringen 
Menge ungeléstem CuCl (das Fillungsmittel ist auf jeden Fall im Uberschub 
bemessen), und fiillt unter lebhaftem Riihren. Der sehr voluminése, schwach 
hellgriine ‘Niederschlag wird abzentrifugiert und mindestens dreimal sorg- 
filtig mit Wasser gewaschen (Schiitteln mit Glasperlen)! AnschlieBend 
schlimmt man ihn mit Wasser auf und entkupfert durch H,S. Der Cu,S 
Niederschlag hiilt die Co-Zymase besonders hartniickig adsorbiert. Um 
Verluste zu vermeiden, verfiihrt man daher folgendermaBen: Das Cu,S 
wird nicht abfiltriert, sondern es werden, wie bei der Silberfillung, Lésung 
und Niederschlag zusammen solange beliiftet, bis eine geringe Menge CuSO, 
durch Oxydation entstanden ist. Das Filtrat einer Probe muB mit H,S 
mindestens eine leichte braune Triibung geben, was nach 2stiindigem Lutft- 
durchsaugen meist erreicht ist. Man filtriert nun das Ganze und behandelt 
das Filtrat 5 Minuten mit einem lebhaften H,S-Strom, filtriert sofort neuer- 
dings und vertreibt H,S durch Beliiftung. Aus der eingeengten Lisung 
fillt man die Co-Zymase durch Zusatz des 10fachen Volumens Alkoho! 
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unter kraftigem Riihren. Die flockige Fillung wird abzentrifugiert, auf der 
Zentrifuge mit absolutem Alkohol gewaschen und im Exsiccator getrocknet. 
Eine gewogene Menge wird in Wasser gelést und der ACo-Wert durch 
Girung ermittelt. 


Der geschilderte Gang ist das Ergebnis von umfangreichen Ver- 
suchen iiber die Mengen der Fallungsmittel, fraktionierte Fallungen, 
Py-Optima, tiber die Reihenfolge der einzelnen Stufen und ihre 
Wiederholung. Die in der schematischen Ubersicht angegebenen 
Ausbeuten und Reinheitsgrade stellen Mittelwerte dar. Den 
eréBten Schwankungen ist die Ausbeute (angegeben in Co) bei 
Stufe 2 und 3 unterworfen. Stufe 4 gelingt fast stets ohne 
nennenswerten Verlust, jedoch wechselt der Reinheitsgrad (ACo). 
Stufe 5 gelingt weitaus am sichersten hinsichtlich Ausbeute und 
Reinheit, wenn nur die verwendete Ausgangslésung einen Rein- 
heitsgrad von mindestens ACo = 50000 hat. 


Reinigungsmethoden nach der Cuprosalzstufe. 


Die durch die Cuprosalzfallung erhaltenen Co-Zymasepriipa- 
rate sind weiBe, staubfeine hygroskopische Pulver, die beim 
Trocknen im Hochvakuum bei 60—80° etwa 6—8°/, an Gewicht 
verlieren. Sie kénnen ohne merkliche Minderung der Wirksam- 
keit lange Zeit aufbewahrt werden. 


1, Alkoholfraktionierung. Man lést die Co-Zymase in so viel 
Wasser, daB 1 ccm 6—12000 Co enthilt, oder man verwendet eine ent- 
sprechend eingeengte Lésung von Schritt 5 (vgl. oben) nach dem Ent- 
kupfern, entfernt Spuren von unloéslichen Verunreinigungen durch Zentri- 
fugieren und versetzt die Losung tropfenweise unter kriftigem Riihren mit 
absolutem Alkohol. Bei einem Alkoholgehalt von etwa 50 Vol-°/, beginnt 
die Co-Zymase zu fallen. Man setzt das Zugeben von Alkohol fort, bis 
eine miBige Menge Niederschlag entstanden ist (etwa 60 Vol.-°/, Alkohol), 
zentrifugiert Fraktion I ab und fillt aus der Mutterlauge weiter. Bei 66 
bis 70 Vol.-°/, Alkoholgehalt bricht man ab. II. Fraktion. Oberhalb dieser 
Grenze fillt die Co-Zymase in schénen weifen Flocken frei von Co-De- 
hydrase II. Bei einem Alkoholgehalt von etwa 90 Vol.-°/, ist die Fiillung 
beendet. Jede der erhaltenen Fillungen wird auf der Zentrifuge mit ab- 
solutem Alkohol gewaschen und im Exsiccator getrocknet. 


2. Faillung aus salzsaurem Methanol mit Essigester. Man 
list die Co-Zymase unter sorgfiltiger Kiihlung in n/10-HCl-Methanol 
(wasserfrei). 100 mg erfordern etwa 80 ccm Lésungsmittel. Durch Zusatz 
von Essigester fillt die Co-Zymase in prichtigen weiBen Flocken aus. Sie 
wird sorgfaltig mit Essigester und absolutem Methylalkohol gewaschen und 
getrocknet. Die Co-Zymase liegt als Chlorhydrat vor. Sie wird von 
Salzsiure zweckmaBig durch eine Silberfillung befreit (wie unter 4. be- 
schrieben). 
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3. Reinigung durch Adsorption und Elution. Uber zweck- 
mibige Bedingungen bei dieser Methode wird demnichst besonders berichtet, 


II. Hydrolyse der Co-Zymase und Untersuchung der Spaltprodukte. 


Ausgegangen sind wir von den auf vorstehend beschriebenen 
Wegen erhaltenen Co-Zymasepriparaten, welche weiBe staubfeine 
Pulver darstellen, die in Wasser sehr leicht ohne Riickstand lis- 
lich sind. Die Lésung reagiert sauer und besitzt nicht die grofe 
Haltbarkeit wie feste Co-Zymase. Aus der wiBrigen Lésung wird 
die Co-Zymase durch organische Liésungsmittel, wie z. B. Methyl- 
alkohol, Athylalkohol und Aceton gefillt. Wegleitend beim 
Studium der Siurehydrolyse war, dai die Co-Zymase nucleotid- 
artig gebaut ist. 

Aus dem Hydrolysengemisch konnten wir zwei basische 
Komponenten isolieren: das als Bestandteil des Co-Zymasemole- 
kiils bereits friiher erkannte Adenin’?) und das Nikotinsiure- 
amid!*), Die gleichen basischen Bestandteile haben auch Warburg 
und Mitarbeiter’) friiher beim Siaiureabbau der Co-Dehydrase II 
erhalten, deren Formel sie zu C,,H,,.0,,N,P, angeben. 

Nach der sauren Hydrolyse wurde direkt mit Pikrinsiure bzw. 
zuerst mit Silbersalz gefillt, die Silberfaillung mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt und dann mit Pikrinsiure gefillt. Die Kin- 
heitlichkeit und Ausbeute erwiesen, dai auBer Adenin keine 
andere als Silberverbindung oder direkt mit Pikrinsaure fiallbare 
N-Base vorhanden ist. In der von Adenin befreiten Lésung 
wurde deshalb mit den iiblichen Mitteln nach weiteren Stickstoff- 
verbindungen gesucht. Es zeigte sich, daB eine solche mittels 
Alkohol aus dem zur Trockne eingedampften Hydrolysenriickstand 
extrahierbar und mit Pikrolonsiure fillbar war. 

Das Nikotinsiureamid wurde durch seinen Schmelzpunkt, 
seine Zusammensetzung und alle iibrigen Kigenschaften des Pikro- 
lonates und der freien Base erkannt'*). Die Identifizierung dieser 
eigenartigen Verbindung wurde uns dadurch sehr erleichtert, daf 
einige Zeit vorher Warburg und Mitarbeiter in kurzen Mitteilungen °) 
iiber die Isolierung von Nikotinsiureamid aus ihrem Coferment (Co- 
Dehydrase II) berichtet hatten. Der von ihnen spiter angegebene 
Weg zur quantitativen Bestimmung von Adenin und Nikotinsaure- 
amid wurde von uns mit gutem Erfolg bei der Co-Zymase verwendet. 

Aus den von iiberschiissiger Pikrolonsiure befreiten Mutter- 
laugen der Nikotinsiureamidfallung 1i8t sich nach dem Neutrali- 
sieren mit Baryt ein zum groBen Teil krystallinischer Riickstand 
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gewinnen, der eine stark positive Reaktion auf Pentosen (Phloro- 
elucin-HCl) und eine negative Reaktion auf Desoxypentosen (nach 
Kiliani) liefert. Eine Pentose-Phosphorsiure wurde als Barium- 
salz in analysenreinem Zustand isoliert, woriiber an anderer Stelle 
Mitteilung gemacht wird’), 


Versuch einer quantitativen Isolierung der Bestandteile: 


| Aus 1984 mg Co-Zymase: 
89,9 mg Adeninpikrat, entspr. 33,4mg Adenin, = 2,47-10~* Mol. 
82,1 mg Nikotinsiure-Amid-Pikrolonat, entspr. 25,9mg Nes.-Am., 
= 2,12+10—4 Mol. 
ZusammengetaBt ergeben also die analytischen Bestimmungen 
fir die drei Bausteine Adenin*), Nikotinsiureamid und Pentose 
folgende Werte (vgl. exper. Angaben iiber Siurehydrolyse %. 124). 





Gew.-9/, der Fiir das wabrsch. 
Ausgangs-Substanz Mindest-M.-G. 720 ber. 
Adenin. . . 16,8 °/, 18,8 °/, 
Nes.-Am. . . 13,1°/, 16,9 °/, 
Pentose . . 29,8°%, 41,7°/, 





Mole Adenin 
Mole Nes.-Am. 





= 1,17. 


Jnter gleichzeitiger Beriicksichtigung der Elementaranalyse 
muB aus dieser Zusammensetzung geschlossen werden, daf in der 
Co-Zymase ein Dinucleotid vorliegt. Die friihere Annahme eines 
Mononucleotids ist mit den vorliegenden Ergebnissen nicht mehr 
vereinbar. 

Besonders hervorgehoben sei, daB der Wert fiir den Gehalt 
an Adenin und an Nikotinsiureamid eine starke Stiitze fiir das 
angenommene Molekulargewicht eines Dinucleotids bildet. Ein 
weiterer Beweis fiir ein solches Molekulargewicht liegt im Ver- 
hiltnis der Aktivitét unserer Co-Zymase zu der ihres Pikrates, 
wie schon friiher?*) kurz erwahnt wurde. 

Die friiher durch Messung der freien Diffusion von Myrback 
bestimmten kleineren Molekulargewichte scheinen gegen die 
MolekulargréBe eines Dinucleotids zu sprechen. Es ist jedoch 
darauf hinzuweisen, daB wegen der stark sauren Natur der 
Co-Zymase die Berechnung ihres Molekulargewichts durch die 
Diffusionsgeschwindigkeit mit erheblichen Unsicherheiten behaftet 

*) ZweckmaBig durch direkte Pikratfillung aus dem Hydrolysen- 
gemisch bestimmt. 
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ist, da ein wesentlicher Teil der Co-Zymase nicht als neutrales 
Molekiil diffundiert. 

Die auf Grund der freien Diffusion errechneten Molekular- 
gewichte der Co-Zymase bewegen sich zwischen den Grenzen 400 
und 700 (das mittlere Molekulargewicht einer gréBeren Versuchs- 
reihe von Myrback?°) hegt bei 590). 

Die Co-Zymase ist auf Grund der elektrometrischen ''- 
tration eine zweibasische Siure. Im einfachsten Fall kénnte man 
danach annehmen, da8B beide Phosphorsiurereste zweifach ver- 
estert sind und daB sie noch je eine freie Hydroxylgruppe tragen. 
Es bestiinde jedoch auch die Méglichkeit, da® eine Phosphorsiiure 
dreifach verestert ist, und daB im Molekiil der Co-Zymase noch 
eine andere saure Gruppe, beispielsweise eine Carboxylgruppe 
vorliegt. Die Titrationskurve der Co-Zymase wird bei anderer 
Gelegenheit eingehender diskutiert werden. Zur Titration der 
Nukleinsiuren vgl. Levene und Simms, J. of Biol. Chem. 70, 
327 (1926). 


Titration von Co-Zymase mit n/10-NaOH 
(Indicator: Phenolphthalein). 


























mg 0) p Phesiv. 10-1 . NaOH- Aquiv. NaOH 
Co-Zymase /o eae SY Aquiv. 10~ aquiv. P 
60,00 8,75 1,69 1,24 0,735 
7,977 8,10 0,208 0,175 0,84 











Kohlenhydratahnlicher Rest der Co-Zymase 
(,,C,-Kérper“): Abgesehen von der Klementaranalyse wird das Vor- 
handensein eines solchen sehr labilen Bausteines wahrscheinlich 
aus den Ergebnissen der Titration nach Willstatter-Schudel. 
Die Art der Reaktion ist noch ungekliart. Fiir ein Molekiil Co- 
Zymase werden 6 Jodatome verbraucht. Ein deutlicher Jodo- 
formgeruch ist wahrzunehmen. Bei Alkali- und Hitzeinaktivierung 
nimmt der Jodverbrauch proportional der Wirkungsschwachung 
ab!1), Bei Inaktivierung in schwach alkalischer Lésung nach 
Myrbiack entsteht eine weitere saure Gruppe, was durch Abspal- 
tung des vermutlich an Phosphorsiure veresterten Restes gut er- 
klirbar wire. Uber die Untersuchungen an diesem Rest des 
Molekiils soll spater berichtet werden. Die Resultate Myrbacks 
bei den Untersuchungen iiber Alkaliinaktivierung sowie tiber die Kin- 
wirkung der Reagentien nach Willstitter-Schudel und Hage- 
dorn-Jensen auf Co-Zymase konnten wir durchweg bestatigen. 
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les Das vorstehend entworfene Bild vom Bau der Co-Zymase 


wird ihren Wirkungen gerecht. Sie ist nach unseren bisherigen 
Ar Erfahrungen am Phosphorylierungsvorgange beteiligt, in erster 
00 Linie wirkt sie aber sicher als wasserstoffiibertragendes Co-Knzym?”) 
1S = analog dem Co-Ferment aus roten Pferdeblutzellen, welches offen- 


bar nur diese Aufgabe zu erfiillen hat. Die Beteiligung an Phos- 
l- phorylierungsvorgangen '*1*15) kann vielleicht durch eine adenyl- 
M1 siureihnliche Struktur in einem Bezirk des Molekiils der Co-Zymase 
i erklart werden. Die Wirkung als wasserstoffiibertragendes Co- 
n. Enzym ist wie bei der Co-Dehydrase II auf reversible Hydrie- 
© rung und Dehydrierung (des Pyridinringes) zuriickzufiihren. 


Reduzierende Wirkung der Co-Zymase. ie Versuche iiber die 
wasserstoffiibertragende Funktion der Co-Zymase haben ergeben, 
daB die Co-Zymase nach unserer Isolierungsmethode in der oxy- 
dierten Form erhalten wird. Da8 sie in diesem Zustand das 
Reagens von Willstatter und Schudel reduziert, wurde von 
Myrback und Ortenblad gefunden. Uber einen eventuellen 
Zusammenhang zwischen dieser Reduktionsfaihigkeit und der 
wasserstoffiibertragenden Funktion der Co-Zymase ist nichts be- 
kannt. Hypojodit-reduzierende Gruppe und Redoxgruppe diirfen 
nicht identifiziert werden !*). Die Untersuchung nach Willstatter 
und Schudel gab folgende Werte: 


Titration nach Willstatter-Schudel (Hy pojodit). 
n/200-Jod-Jodkaliumlésung; n/200-Thiosulfatlésung; n/100-Natronlauge. 


























Co-Zymase op Aquiv. | Jodaquiv. | P-Aquiv. Aquiv. 
mg e Jod. 10—* | 10—5/mg io J/P 
1,010 8,75 0,858 0,848 0,285 3,01 
1,139 8,75 0,976 0,856 0,322 3,04 
0,829 8,83 0,757 0,914 0,236 3,25 











Vergleich zwischen Co-Zymase und Co-Dehydrase II 
(Warburgs Co-Ferment). 


Die beiden Co-Enzyme sind verschieden und kénnen einander 
in den meisten ihrer Wirkungen nicht vertreten. Die Unterschiede 
im Bau des Molekiils, soweit bisher bekannt, zeigt umstehende Gegen- 
iiberstellung. 

Weiterhin wird der Unterschied zwischen den beiden Co- 
Knzymen offenbar, wenn man die Wege zu ihrer Darstellung und 
Reinigung vergleicht. Ein groBer Teil der Co-Dehydrase II wird 
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Co-Dehydrase II (Warburg) Co-Dehydrase I (Euler) \th 
SS oo = — > ——$$_—_ = : Sal: 
Basen . . . .|Adenin, Nikotinsiiureamid] Adenin, Nikotinsiureamid hei! 
Zucker. . . .{|2 Mol. Pentose 2 Mol. Pentose mit 
Phosphorsiure . | 3 Mol. Phosphorsiiure 2 Mol. Phosphorsiure, auBer ver 
dem kohlenhydratartige Pik 
Komponente (C, - Kérper) 
Titration . . .|4- oder 5-basisch 2-basisch 
Verhalten Reon 9 1-Co-Zymasemolekiil ver- pe 
Hypojodit ; braucht 6 Jodatome 

mii 
. * fee ‘ . - les 
bei der Bleifallung, dem ersten Schritt der Co-Zymasereinigung, zee 
gefallt, die Co-Zymase bleibt in Lésung. Die fraktionierte Fillung lie 
von Co-Dehydrase II mit Bleiacetat (der letzte und wichtigste sc 

Schritt bei deren Reindarstellung) 1i8t sich nicht auf Co-Zymase | 
iibertragen. Versucht man nimlich '/,- oder 3/, gereinigte Co-Zymase 
entsprechend den Warburgschen Vorschriften®) zu fallen, so ent- de 
stehen iiberhaupt kaum Niederschliige. Dagegen bleibt Co-De- de 
hydrase II bei der Cu'-Fillung der Co-Zymase bis auf Spuren in ‘ 
Lésung. Bei Alkoholzusatz zu wifriger Lésung eines Gemisches ; 
von beiden fallt Co-Dehydrase II vor der Co-Zymase. A 

Durch die Aufarbeitung der Bleifillung und der Mutterlauge 

der Cu'-Fallung bei der Co-Zymasedarstellung kann man Co-De- | SI 
hydrase II aus Hefe gewinnen. rn 
n 


Experimentelle Angaben iiber die Saurehydrolyse. 


< 

I. 531,5 mg Co-Zymase (nach Cu!-Fillung; ACo = 400000) wurden in d 
30 ccm Wasser geldst und durch Zusatz von konzentrierter Salzsiure die ¢ 
Lésung 0,8n. sauer gemacht. Mit kleiner Flamme wurde die Lésung eine 
halbe Stunde eben im Sieden erhalten. Ein vorgelegter Kolben mit Baryt 
wasser erwies, daB kein CO, wihrend der Hydrolyse abgespalten wurde. 
Aus der salzsauren Lésung wurde Adenin direkt mit Pikrinséure gefillt. | | 
Bei Zusatz wiBriger Pikrinsiure wire das ausfallende Adeninpikrat stark : 
durch mitfallende Pikrinsiure verunreinigt worden, da deren Léslichkeit in 
saurem Medium gering ist. Unter Beriicksichtigung des Verteilungssatzes 
gingen wir daher so vor, daf wir der salzsauren Lésung eine dtherische 
Lésung von Pikrinsiure iiberschichteten und nun etwa eine halbe Stunde 
schiittelten. Die Pikrinsiure ging dabei in dem Mae in die waBrige Schicht, 
wie sie fiir die Fallung verbraucht wurde. Es wurde filtriert, gewaschen 
und getrocknet. Das so gewonnene Adeninpikrat war schén krystallisiert 
und analysenrein. 


Ausbeute 240 mg (entsprechend 89,4 mg Adenin) = 16,85°/,; Schmelz- 
punkt 272° (unkorr.). 
C,,H,N,O, Ber. C 36,25 H 2,20 N 30,75 
Gef. ,, 36,12 » 2,09 »» 30,44. 
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Die Mutterlauge der Adeninfallung wurde von Pikrinsiureresten mit 
A\ther befreit, im Vakuum eingeengt und zur Entfernung iiberschiissiger 
Salzsiure mehrfach mit Alkohol abgedampft. Der Riickstand wurde mit 
heiBem Alkohol aufgenommen, von Ungeléstem abfiltriert und die Lésung 
mit dem gleichen Volumen halbgesiittigter alkoholischer Pikrolonsiurelésung 
versetzt. Nach dem Anreiben krystallisierte in goldgelben Nadeln ein 
Pikrolonat aus, welches abgesaugt, gewaschen und getrocknet wurde. 

Ausbeute 132,2 mg (entsprechend 42 mg Nikotinsiiureamid); Schmelz 
punkt 222° (unkorr.) Elementaranalyse vgl. **). 

Das so gewonnene Pikrolonat behandelten wir in salzsaurer Lésung 
mit Ather zwecks Entfernung der Pikrolonsiiure. Das erhaltene Hydrochlorid 
des Nikotinsiureamids schmolz bei 227°, die daraus durch Schiitteln mit 
Silberearbonat hergestellte freie Base bei 125—126°. Auch durch Wolle 
lie} sich das Nikotinsiureamidpikrolonat zerlegen, die Ausbeute war jedoch 
schlecht. Keine Depression bei den Mischschmelzpunkten. 

II. 460 mg Co-Zymase (nach Cu!-Reinigung; ACo = 400000) wurden 
in 12cem 0,4n-H,SO, gelést und drei Stunden im siedenden Wasserbad 
hydrolysiert. Dann wurde Adenin durch Zusatz von Silbernitrat gefiillt, 
der Niederschlag sorgfiltig gewaschen und Waschwiisser und Mutterlauge 
der Fallung weiter auf Nikotinsiureamid verarbeitet. 

Die Ausbeute an Adenin liBt sich nicht durch Wigung der Silber- 
fillung ermitteln, denn es entstehen verschiedene Verbindungen, z. B. 
C.H,N;Ag; C;H,N;-H,O-Ag,; C,;H;N,-2AgNO,. Wir zerlegten deshalb das 
Adeninsilber mit Salzsiure und fiillten als Pikrat. 

Die Mutterlauge der Silberfallung wurde mit Schwefelwasserstoff ent- 
silbert, durch Zugeben von Baryt die Schwefelsiiure entfernt und dann 
auf Nikotinsiiureamid weiterverarbeitet. Die Mutterlauge der Pikrolonsiiure- 
fillung befreiten wir vom Uberschuf des Fillungsmittels und behandelten sie 
mit etwas Tierkohle. Der nach dem Eindunsten hinterbliebene Riickstand 
gab mit Phloroglucin und Salzsiiure eine stark positive Pentosenreaktion, 
die Farbe war violettrot. Die Gegenprobe mit Ribosephosphorsiure zeigte 
dieselbe, die mit Muskeladenylsiiure eine bordeauxrote Farbe. Die Kiliani- 
sche Probe auf Desoxyzucker war negativ. 

III. Versuch, Adenin und Nikotinsiiureamid quantitativ zu bestimmen; 
Arbeitsschema entspricht dem von Warburg, Christian und Griese fiir 
Co-Dehydrase II gegebenen °). 

198,4 mg Co-Zymase (ACo 450000; 3. Alkoholfraktion nach Cu!-Reini- 
gung; vollig frei von Co-Dehydrase II) wurden in 50 cem n/10-Schwefelsiure 
gelést und im siedenden Wasserbad hydrolysiert (6 Stunden). Nach dem 
Abkithlen wurde das Adenin mit 12 cem 1°/,iger Silbersulfatlésung gefillt, 
der Niederschlag abfiltriert, mit n/10-Schwefelsiiure und Wasser mehrfach 
gewaschen, die Mutterlauge der Fillung mit den Waschfliissigkeiten ver- 
einigt und auf Nikotinsiureamid verarbeitet. Die Ag-Fillung wurde in 20cem 
Wasser suspendiert, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und unter vermindertem 
Druck eingeengt (10 cem). Beim Fallen mit 1°/,iger Pikrinsiurelésung in 
der Wirme fiel sofort ein Niederschlag von Adeninpikrat, der sich beim 
Stehen im Kiihlschrank vermehrte. Nach 24 Stunden wurde abgesaugt, 
zuerst mit Pikrinsiiureldsung, dann mit Wasser mehrfach gewaschen und 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet; 89,9 mg Adeninpikrat (entsprechend 
33,4 mg Adenin), Zersetzungsp. 282° (korr.) 
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Die Mutterlauge der Adeninfillung wurde entsilbert, der Ag,S-Nieder. 
schlag sorgfiltig gewaschen, Filtrat und Waschwisser zusammen unter ver- 
mindertem Druck eingeengt auf 20 cem (Bad 35%. Nach Zugabe von 7 cem 
n-Natronlauge und 3 eem 10°/,iger Sodalésung schiittelte man fiinfmal mit 
je etwa 75 ccm Amylalkohol aus. Die amylalkoholische Nikotinsiureamid 
l6sung wurde auf 10 ccm eingedampft und mit 10 cem etwa 2°/,iger amy 
alkoholischer Pikrolonsiiurelésung heil gefiillt. Nach 20stiindigem Stehen 
in der Kilte wurde abgesaugt, dreimal mit eiskaltem Amylalkohol und Ather 
gewaschen und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet; 74,6 mg Nikotinsiiure- 
amidpikrolonat (entsprechend 23,6 mg Nikotinsiiureamid), Schmelzp. 222° (korr,), 

Nach weiterem Stehen im Eisschrank wurde eine zweite Krystal] 
fraktion gewonnen: 7,5 mg (entsprechend 2,37 mg Nikotinsiiureamid), Schmelz 
punkt 210° (unscharf). 

Uber die Isolierung von pentosephosphorsaurem Ba wird an andercr 
Stelle berichtet. 
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Isolierung eines gelben Farbstoffs (Uropterin) 
aus Menschenharn. 


Von 


W. Koschara. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Marz 1936.) 


Bei der Untersuchung der Lyochrome des Menschenharns') 
sind Fraktionen angefallen, aus denen 2 neue gelbe fluorescierende 
Farbstoffe isoliert werden konnten. Der eine, schwefelhaltige, 
wird Gegenstand einer spiateren Abhandlung sein. Die vor- 
liegende Arbeit schildert die Isolierung sowie einige Kigenschaften 
und Reaktionen des zweiten Farbstoffs. Dieses fluorescierende 
Harnpigment kommt im Menschenharn in einer Verdiinnung von 
etwa 1:1000000 vor. Das hat die Verarbeitung groBer Harn- 
mengen, insgesamt 6000 Liter erforderlich gemacht*). Es ist not- 
wendig, die Méglichkeit, da&8 man Farbstoffe medikamentisen oder 
pathologischen Ursprungs in die Hand bekommt, durch ver- 
gleichende Untersuchung normalen Harns auszuschalten. Das 
Ergebnis lautet: Der neue Farbstoff ist regelmiBiger Bestandteil 
des normalen Menschenharns. 

Wenn man Harn mineralsauer mit Bleicherde verriihrt, so 
wird u. a. der gréBte Teil der Harnpurine adsorbiert. Sie werden 
beim Waschen der Bleicherde mit Pyridin—Siuregemischen abgelést 
und erscheinen in dem konzentrierten Eluat als braunrote Fillung. 
Dieser Niederschlag bildet das Ausgangsmaterial fiir die vor- 
liegende Untersuchung und wird im folgenden als ,,Purinfraktion“ 
bezeichnet. Er enthilt nur wenig Lyochrome; deren weitaus gréBter 
‘‘eil bleibt in den Mutterlaugen der Purinfraktion. Umgekehrt bei 
den neuen Farbstoffen: Sie finden sich in der Purinfraktion und nur 
in zu vernachliissigenden Mengen in der Mutterlauge. 


*) Herrn Prof. Usadel, Chef der chirurgischen Klinik Tiibingen, sei 
auch an dieser Stelle herzlich gedankt fiir die freundliche Erlaubnis, in 
seiner Klinik Harn zu sammeln. 
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Ausgedehnte Fluorescenzbeobachtungen bilden die Grundlage 
fir die bei der Bearbeitung der Purinfraktion erhaltenen Resultate, 
Nicht zwar am Tageslicht, wohl aber im ultravioletten Licht der 
Quecksilberlampe sind Fluorescenzerscheinungen als Wegweiser fiir 
Isolierungsversuche brauchbarer als die Farbe, da sie meistens 
gegen Beimengungen unempfindlicher sind. Die Fluorescenz im 
ultravioletten Licht 1aBt Stoffe erkennen, die im Tageslicht un- 
sichtbar bleiben. Allerdings sind der Unempfindlichkeit der 
Fluorescenz gegen Beimengungen Grenzen gesetzt. In kompli- 
zierten Gemengen soll man Fluorescenzfarben nur mit der gréften 
Vorsicht beurteilen. So sind z.B. Fluorescenzbeobachtungen an 
unfraktionierten natiirlichen Substraten wie Harn, Serum usw. fast 
immer wertlos. Begleiter kinnen verdecken oder verstirken. Erst 
in Verbindung mit ausreichenden F'raktionierungsmethoden gewinnt 
die Priifung auf Fluorescenz ihre Bedeutung. Neben der Fluo- 
rescenziarbe ist es besonders deren p,,-Abhingigkeit, die ein 
charakteristisches Merkmal abgeben kann. Nur charakteristische 
Fluorescenzen kénnen einen Leitfaden bei Isolierungsversuchen 
bilden. Bei der Durchsicht der neuveren Literatur scheint es nicht 
unnotig, auf diesen selbstverstiindlichen Grundsatz hinzuweisen. 
Blaufluorescenz z.B. ist uncharakteristisch. Darauf ist verschie- 
dentlich aufmerksam gemacht worden’). Die Erfahrungen bei der 
Isolierung des neuen Farbstoffs haben diese Auffassung immer 
wieder bestitigt. Blaufluorescenz findet sich in den verschie- 
densten Fraktionen, so daB erwiesen ist, daB auch im Harn eine 
Mehrzahl von verschiedenartigen blaufluorescierenden Stoffen vor- 
kommt. Bei dieser Sachlage halten wir es fiir wenig gliicklich, 
wenn Kinnersley, O’Brien und Peters’) alle blautluorescie- 
renden Naturprodukte unter der Bezeichnung ,,Chinochrome* zu- 
sammenfassen. Das um so weniger, als mit dieser Bezeichnung 
eine Verwandtschaft zu den Lyochromen ausgedriickt werden soll, 
die sicherlich nur in den wenigsten Fiillen vorhanden ist. Selbst 
wenn man die Bezeichnung ,,Chinochrome“ auf die wasserlis- 
lichen blaufluorescierenden Stoffe beschriinken wollte, wiire sie 
u. EK. fehl am Platze, weil chemisch ganz verschiedene wasser- 
lésliche Naturprodukte die blaue Fluorescenz besitzen. 

Unter der Quarzlampe fluoresciert eine wibrige neutrale Lisung 
der Purinfraktion himmelblau, also atypisch. Alkalisiert man, so 
schligt die Fluorescenzfarbe in ein leuchtendes Griin um. An 
die auffillige Erscheinung haben wir die Arbeitshypothese ge- 
kniipft, daB dieser .,Griinumschlag“ spezifisch und nur auf einen 
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Farbstoff zu beziehen sei. Die anfingliche Vermutung, es handle 
sich um ein Abbauprodukt der Lyochrome*), hat sich bald als 
irrig erwiesen. Auch die Hoffnung, die Isolierung des Farbstofis 
mit Hilfe der bei den Lyochromen entwickelten Arbeitsmethoden 
(Adsorptionen mit Bleicherde oder Bleisulfid) leicht bewerkstelligen 
zu kénnen, hat getrogen. Doch entwickelte sich schon bei den 
ersten Reinigungsoperationen ein so anziehendes Bild des Farb- 
stoffs, daB seine Isolierung als Arbeitsziel festgehalten wurde. 

Die Purinfraktion besteht zu 60°/, aus Harnsiure, zu 30°/, 
aus Stoffen, die in Salzsiure léslich sind (Xanthinbasen u.a.). 
Anorganische Bleicherdebestandteile machen die restlichen 10°/, 
aus. Mit den Xanthinbasen geht der Farbstoff der alkalischen 
Griinfluorescenz in die salzsaure Lésung. Durch die Entfernung 
der Harnséure tritt das Bild der Fluorescenzfarben, insbesondere 
ihrer p,,-Abhingigkeit schirfer hervor. Nicht Alkalien schlechthin, 
sondern nur eine schwach alkalische Lisung, wie sie mit Soda 
erzielt wird, zeigt die leuchtend griine Fluorescenz. Diese ver- 
schwindet, wird gelischt, durch Zusatz von Natronlauge. Die 
himmelblaue Fluorescenz der Farbstoffléisung ist am besten zu 
beobachten in einem p,-Bereich von ungefihr p, 7 bis p, 11. In 
essigsaurer und mineralsaurer Lisung ist keine Fluorescenz zu 
sehen. Die geschilderten Luminescenzen, die sich spiter am reinen 
Farbstoff haben bestiitigen lassen, grenzen den neuen Harnfarbstoti 
ab gegen andere in der Literatur beschriebene blaufluorescierende 
Naturfarbstoffe. Von diesen ist nur Thiochrom als Bestandteil der 
Hefe rein dargestellt worden‘). Die blau fluorescierenden Sub- 
stanzen der Retina aus Fischaugen®), des Corpus luteum®), der 
selben Wurzeln’) sind nur mehr oder weniger weit angereichert 
und untersucht worden. 

Die den Farbstoff enthaltende salzsaure Xanthinbasenfraktion 
ist rotbraun gefirbt. Ihre weitere Reinigung wurde mit Hilfe der 
Adsorptionsanalyse versucht, die bei der Reindarstellung der Harn- 
lyochrome!) so gute Dienste geleistet hat. Jedoch sind zahlreiche 
Versuche nétig gewesen, bis die optimale Arbeitsweise ermittelt 
wurde. Die gewonnenen methodischen Fortschritte, die fiir wasser- 
lisliche Farbstoffe allgemeinere Geltung beanspruchen diirfen, sind 
vor kurzem mitgeteilt worden’). Es gelingt durch Filtrieren der 
Xanthinbasenfraktion tiber Frankonit KL in einem Milieu vom 
P,; 76 den blau fluorescierenden Harnfarbstoff zu adsorbieren und 


*) Vom Lumichrom, dem 6,7-Dimethylalloxazin, wird eine in alkalischer 
Lisung gelb-griine Fluorescenz beschrieben *). 
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durch Entwicklung mit einem Boratpuffer vom p,, 9,2 in scharfer f 


Zone zu eluieren. Eine solche wiederholte Adsorptionsanalyse 
aus Pufferlésungen hat uns zum ersten Mal den in sodaalkalischer 


Lésung griin fluorescierenden Harnfarbstoff rein in die Hand ge. § 
gegeben. Jedoch fihrt das Verfahren nicht immer mit Sicherheit f 


zum Ziel, weil die Xanthinbasenfraktion fiir die Analyse iiber 
Bleicherde zu wenig vorgereinigt ist. Ks ist eine allgemeine Kr- 
fahrung, daB die Adsorptionsanalyse erst von einem bestimmten 
Reinheitsgrade an ihre volle Wirksamkeit entfalten kann. Die 
unzulingliche Vorreinigung wirkt sich im vorliegenden Fall so aus, 
daB dem fluorescierenden Harnfarbstoff ein rotgelbes Pigment bei- 
gemengt bleibt, auf das wir bei der colorimetrischen Auswertung 
der Fraktionen aufmerksam geworden sind. Im Stufenphotometer 
kann man den Farbstoff des ,,Griinumschlags“ colorimetrisch messen: 
eine Absorption ist allerdings erst im Wellenbereich 430 mu (Filter 
$43) festzustellen und auszuwerten. Kinen Beobachtungsfehler 
von 10°/, muB man beim Arbeiten im Blau, an der Grenze des 
Sichtbaren in Kauf nehmen. Der Farbstoff wird in n/1-Soda- 
oder Ammoniaklésung gemessen. Letzteres empfiehlt sich be- 
sonders, da der Farbstoff durch Kinengen der Ammoniaklésung 
leicht zuriickgewonnen werden kann. Das Beersche Gesetz ist 
giltig. Der Extinktionskoeffizient fiir 0,05°/,ige Farbstofflésungen 
(ky 4;) betragt 3,0. Diese Extinktion ist fiir Farbstoffbestimmungen 
bei Fraktionierungsversuchen natiirlich nur dann auszuwerten, 
wenn kein Begleiter vorhanden ist, der im gleichen Spektralbereich 
absorbiert. Ungewoéhnlich hohe Extinktion einiger jener Farbstofi- 
priparate, die nach wiederholter Adsorptionsanalyse anfielen, lieBen 
als hartnackige Beimengung einen gelben, nicht fluorescierenden 
Farbstoff erkennen, der im Blau stirker absorbiert als der fluo- 
rescierende Farbstoft. Der Begleitfarbstoff l4Bt sich aus essigsaurer 
Liésung mit Essigester ausschiitteln. Doch muB essigsaure Reaktion 
im ganzen Isolierungsgang vermieden werden, da sie, insbesondere 
bei unreinen Lésungen, den fluorescierenden Farbstoff schidigt. 
Die Abtrennung des gelben Begleitpigments und zugleich die ent- 
scheidende Vorreinigung in der Xanthinbasenfraktion ist mit Hilfe 
einer Silbersalzfallung aus 2n. Ammoniaklésung gelungen. Line 
solehe Fiallbarkeit zeichnet die Xanthinbasen aus. Der fluores- 
cierende Farbstoff wird ebenfalls niedergeschlagen. Hier wie in 
allen anderen Operationen erweist sich seine nahe Verwandtschaft 
zur Gruppe der basischen Purine. Wesentlich ist bei der Silber- 
salzfillung, daB es bei Gegenwart von Ammoniumchlorid 
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braunrote Begleitfarbe bleibt in den Mutterlaugen. 
' man eine Farbstoffraktion herausschilen, 
_analytische Bearbeitung erfolgreich ist und zum reinen Farb- 
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gelingt, fraktioniert zu fallen. Zunichst fallen mit Silbernitrat 
| Ballaststoffe, dann erst der fluorescierende Farbstoff. Sehr viel 


So kann 
deren adsorptions- 


stoff fiihrt. 

Die Eluate von der Bleicherdesiule enthalten neben den Ionen 
des zur Entwicklung benutzten Boratpuffers noch Erdebestandteile. 
Zur Gewinnung des reinen Farbstoffs wird nochmals mit Silber- 
nitrat gefallt, das Silbersalz mit 1n-Salzsiure zerlegt und die 


| salzsaure Lisung des Farbstoffs mit Natriumacetat fast quantitativ 


gefillt. Die rotgelbe Fallung ist amorph”*). 

Der Farbstoff besitzt keinen Schmelzpunkt. Deshalb ist es 
wichtig, méglichst viel andere Merkmale zur Charakterisierung und 
Erkennung heranzuziehen. Neben den schon beschriebenen Fluo- 
rescenzerscheinungen zeigt der gereinigte Farbstoff im Ultraviolett- 
licht in starkerer (25—50°/, iger) Mineralsiure eine schéne, wenn 
auch schwache Rotfluorescenz. Nur dem hell adaptierten Auge 
gelingt es mit Sicherheit, sie festzustellen (Purkinjesches Pha- 


' nomen). Ferner ist an den reinen Farbstofflésungen zu beobachten, 


daB ihre himmelblaue Fluorescenz auf Zusatz von Natronlauge 
nicht vollistandig geléscht wird. Es bleibt eine matte moosgriine 
Fluorescenz im Ultraviolettlicht bestehen. In gréSerer Konzen- 
tration ist auch in essigsaurer Lésung unter der Quarzlampe noch 
eine schwache gelbliche Fluorescenz festzustellen. Endlich ist ein 
weiterer Umschlag der Fluorescenzfarbe und -intensitiit zu be- 
merken, wenn man von p,, 7 (himmelblaue Fluorescenz) iiber p,, 6—5 
(abnehmende Blaufluorescenz) zu p,, 4 kommt. Bei dieser Reaktion 
erscheint eine gelbgriine Fluorescenz, die bei starkerem Ansduern 
zum Verschwinden gebracht wird. Kinen Uberblick iiber Farben 
und Fluorescenz des neuen Farbstoffs gibt folgende Zusammen- 
stellung: 


























Milieu Fluorescenz (im UV.)| Farbe | Elektrischer Zustand 

Starke Mineralsiure rot farblos | 2wertiges Kation 
1n-Mineralsiure . . geléscht farblos lwertiges Kation 
Essigsiure geléscht (mattgelb) gelb Zwitterion 

i be 4 6. we ws gelbgriin (schwach) | griinblau|] lwertiges Anion 
et, himmelblau griinblau| 2wertiges Anion 
Sodalésung ... . griin blaugriin| 3wertiges Anion 
Natronlauge. . . . | geléscht (moosgriin)| gelb 4wertiges Anion 





*) Uber krystallisierte Produkte vgl. S. 186. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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Es ist erlaubt, den Wechsel der Fluorescenzfarben mit elek- 
trischen Zustandsinderungen im Farbstoffmolekiil in Zusammen- 
hang zu bringen, wie es fiir den Fall der Porphyrinfluorescenz 
durch Fink und Hoerburger®) und bei den Flavinen durch 
Kuhn und Moruzzi?®) geschehen ist. Bei dem vorliegenden 
Harnfarbstoff ist fiir saure Lisungen die Zuordnung von Fluores- 
cenzerscheinung zum elektrischen Zustand ziemlich eindeutig. 
Dagegen erscheint es fraglich, ob man, wie es in der Tabelle an- 
gedeutet ist, fiir die Fluorescenziinderung von p,,4 bis zu natron- 
alkalischer Reaktion fiir jeden Wechsel ein neues Kation verant- 
wortlich machen darf. Die Vielfalt der Luminescenzfarben bei 
dem neuen Harnfarbstoff ist ohne Beispiel. 

Der fluorescierende Harnfarbstoff gibt die Murexidreaktion. 
Wir haben Miihe darauf verwendet, den Farbstoff in ein farb- 
loses Purin und einen purinfreien farbigen Bestandteil zu spalten. 
Mit anderen Worten: In jedem Stadium der Arbeit wurde immer 
wieder gepriift, ob ein einheitlicher Farbstoff vorlag. Diese Vor- 
sicht leitet sich aus Erfahrungen bei der Isolierung von Lacto- 
flavin ab. Ellinger und Koschara?) haben dabei zunichst 
Krystallisate erhalten, die Flavincharakter und Murexidreaktion 
zeigten. Spater wiesen sie nach’’), daB ihre murexidpositiven 
Priparate Molekiilverbindungen des eigentlichen Farbstoffs mit 
Purinen darstellten. Gleichzeitig isolierten sie den Farbstoff und 
fanden ihn murexidnegativ. In Wiirdigung dieser Schwierigkeiten, 
die bei der Trennung wasserliéslicher Naturstoffe von Purinen 
des dfteren aufgetreten sind, haben wir die Frage nach der Ein- 
heitlichkeit des neuen fluorescierenden Farbstoffs aus Menschen- 
harn eingehend gepriift. Kin sonst so wichtiges Kriterium, der 
Schmelzpunkt fehlt. Die Aussage, daB es sich bei dem neuen 
Farbstoff um ein einheitliches chemisches Individuum handelt, 
stiitzt sich in erster Linie auf die Adsorptionsanalyse und die 
colorimetrischen Daten. Insbesondere die Adsorptionsanalyse er- 
langt als Reinheitskriterium entscheidendes Gewicht. Die Worte 
M. Tswetts!%) ,,Es diirfte kiinftig von jedem als einheitlich an- 
gegebenen Farbstoff verlangt werden, daB er auch die chromato- 
graphische Probe, wenn dieselbe ausfiihrbar, iibersteht“, gelten 
heute, nachdem die adsorptionsanalytischen Methoden weiter ent- 
wickelt worden sind, mehr noch als vor 25 Jahren. Die Ad- 
sorptionsanalyse des fluorescierenden Harnfarbstoffs zeigt mit 
Bleicherde eine einheitliche Farbzone, die krystallisierte Pri- 
parate liefert. Es ist immer wiinschenswert, als Priifstein fir 
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Isolierung eines gelben Farbstoffs (Uropterin) aus Menschenharn. 1838 


Einheitlichkeit mehrere Adsorbentien heranzuziehen. Neben der 
Bleicherde hat sich auch Aluminiumoxydhydrat bewihrt'). Eine 
Adsorptionsanalyse des fluorescierenden Harnfarbstofis mit diesem 
Material liefert, wenn man die Analyse aus einem Gemisch von 
1 Teil Methanol und 1 Teil Phosphatpuffer p, 7,6 aufnimmt, 
eine einheitliche Farbzone. Endlich ist auch die Messung der 
Farbstoffextinktion bei Praparaten der verschiedensten Fraktio- 
nierungsversuche immer wieder herangezogen worden. Dabei 
haben sich stets die Farbstoffanteile mit einer Extinktion von 
3,0 fir 0,05°/,ige Lésungen als die farbkraftigsten erwiesen. 

Je mehr es sich zeigte, daB der fluorescierende Harnfarb- 
stoff mit der positiven Murexidreaktion einheitlich war, um so 
dringender wurde der Wunsch, ihn mit dem einzigen bekannten 
Naturfarbstoff mit gleichfalls positiver Murexidreaktion, dem 
Xanthopterin, direkt zu vergleichen. Xanthopterin ist der Haupt- 
farbstoff aus den gelben Fliigeln des Citronenfalters (Gonep- 
terix rhamni), Er ist erstmals von Wieland und Schépf*) 
krystallisiert gewonnen und weiterhin von Schépf und Becker 
niher untersucht worden!). Die vorliegenden Ergebnisse lassen 
sich folgendermaBen zusammenfassen: Xanthopterin wird aus den 
Schmetterlingsfltigeln gewonnen auf Grund seiner Léslichkeit in 
Ammoniak wie auch in Salzsiiure (amphotere Substanz). Der Farb- 
stoff ist’ in verdiinnter Essigsiure unlislich und kann durch Um- 
fillung weitgehend angereichert werden. Schlieflich gelingt tiber 
ein krystallisiertes Bariumsalz die Gewinnung krystallisierten 
Farbstoffs. Dessen Murexidreaktion und Analysendaten erweisen 
ihn als ein Purin. Seine Fluorescenzfarben sind nur im Tages- 
licht beobachtet und in alkalischer Lésung als blaugriin bezeichnet 
worden. Zundchst hat man den Farbstoff als ein Dixanthyl an- 
gesprochen, Spiiterhin ist eine Formel mit 19 C-Atomen in Be- 
tracht gezogen worden, und zwar auf Grund ausgedehnter ana- 
lytischer Untersuchungen und in Anlehnung an Untersuchungs- 
ergebnisse beim Leukopterin. Dieses weiBe Pigment des Kohl- 
weiBlings, das ein gelbes Natriumsalz bildet, hat nach Wieland, 
Metzger, Schipf und Bilow?) die wahrscheinliche Zusammen- 
setzung C,,H,,0,,N,,. Leukopterin wird mit dem Xanthopterin 
in Zusammenhang gebracht nicht nur, weil es ebenfalls Schmetter- 
lingspigment und Purin ist, sondern auch, weil es zusammen mit 
dem Xanthopterin in den Fliigeln der gelben Minnchen des 
Citronenfalters vorkommt!), Schépf und Becker’) teilen 


neuestens mit, daB sie fir Xanthopterin die Formel C,,H,,0,N,, 
10* 
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sichergestellt haben. Dieselben Autoren stellen das Vorkommen 
von Xanthopterin und Leukopterin in einigen anderen Schmetter- 
lingen fest und erkennen vor allem den gelben Farbstoff der 
Wespen, der den Hinterleib dieser Insekten getigert erscheinen lift, 
als Xanthopterin. Schépf und Becker haben ferner einige weitere 
Pterinfarbstoffe, die in ihrer Basenstirke differieren, beschrieben. 
Wir haben zunichst an einem Xanthopterinpraparat, das 
wir H. Wieland verdanken, die Fluorescenzerscheinungen des 
Farbstoffs gepriift. Sie decken sich in allen Einzelheiten 
mit den Fluorescenzfarben des Purinfarbstoffs aus Harn, 
Auch die merkwiirdige Rotfluorescenz in starker Siiure zeigt der 
Citronenfalterfarbstoff. Damit ist einmal ein wesentlicher Ver- 
gleichspunkt herausgestellt und zum andern erwiesen, daf die 
Rotfluorescenz wirklich dem Farbstoff zukommt und nicht etwa 
einem begleitenden Porphyrin*). Ferner ist das zweite wichtige 
Kriterium, das adsorptionsanalytische Verhalten, beim Wieland- 
schen Priparat gepriift worden. Es zeigt sich, daB wenigstens 
ein Teil (30—40°/,) in der Adsorptionsanalyse sich wie der Harn- 
farbstoff verhalt, d. h. mit einem Boratpuffer von p,, 9,2 eluiert 
werden kann. Das Wielandsche Priparat war ein Rohfarbstoff. 
Um den Verdacht zu beseitigen, daB der Harnfarbstoff nur als 
Verunreinigung dem Xanthopterin beigesellt war, muBte reines 
krystallisiertes Xanthopterin untersucht werden. C. Schépf stellte 
dankenswerterweise solchen reinen Farbstoff zur Verfiigung. Er 
zeigte wiederum alle Fluorescenzen des Harnpigments und ver- 
hielt sich adsorptionsanalytisch genau wie dieses. Die quanti- 
tative Auswertung ergibt, daB 80°/, Farbstoff in der mit Borat- 
puffer p,, 9,2 wandernden Farbzone enthalten sind. Da der reine 
Harnfarbstoff, nochmals adsorptiv iiber Frankonit gereinigt, eben- 
falls nur zu 80"/, eluiert wird**), ist damit gezeigt, dab nicht 
nur das qualitative Bild der Adsorptionsanalyse, sondern auch 
die quantitative colorimetrische Auswertung der Farbstoffraktionen 
beim Harnfarbstoff und beim Xanthopterin iibereinstimmen. 
Hier mag ein anomales Adsorptionsbild erwihnt werden, 
dessen Deutung nicht immer leicht ist. Es gibt Farbstoffpripa- 
rate, die zum gréBten Teil auf der Siule nicht schon bei p,, 9,2 
wandern, sondern erst mit 2°/,igem Pyridin zu eluieren sind. 





*) Dieser Verdacht war allerdings nur leicht, da eine Porphyrinfluores- 
eenz sich schon in verdiinnter mineralsaurer Lésung hiitte bemerkbar 


machen miissen. 
**) Die restlichen 20°/, erscheinen zum gréBten Teil als diinner Nachlauf. 
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Isolierung eines gelben Farbstoffs (Uropterin) aus Menschenharn. 135 


Sulche gréBere Adsorptionsfestigkeit kann drei Griinde haben: 
1. Sehr reine Priparate werden fester gehalten als normale, d. h. 
etwa 85—95°/,ige*). 2. Belmengurgen kénnen das Adsorptions- 
verhalten des Farbstoffs verwischen. 3, Veranderungen des Farb- 
stoffs (vgl. weiter unten), die mit Verringerung oder Verlust seiner 
basischen EKigenschaften einhergehen, fiihren zu einer festeren 
Bindung an das Adsorbens. Wéahrend Fall 1 und 3 nur durch 
die Vorgeschichte der Priparate auseinandergehalten und ge- 
deutet werden kénnen, JiBt sich Fall 2 in der Adsorptionsana- 
lyse daran erkennen, da schmutzig verfarbter Nachlauf auftritt. 
Bei den Praparaten von C. Schépf haben wir immer mehr oder 
weniger Beimengungen in der Adsorptionsanalyse feststellen kénnen. 
Insbesondere fallt es auf, daB die Schmetterlingsfarbstoffe eine 
mehr oder weniger ausgeprigte tiefrote Farbdecke auf der Ad- 
sorbenssiule hinterlassen, die nicht zu eluieren ist. Eine solche 
Farbdecke tritt bei dem Harnfarbstoff nicht auf. Der Reinigungs- 
effekt, den man bei den Schmetterlingsfarbstoffen durch Filtrieren 
iiber Bleiche:de erzielt, zeigt sich besonders schén bei der Beob- 
achtung der T'ageslichtfluorescenzen, Wihrend der Farbstoff vor 
der Reinigung nur mit einem schwachen stumpfen Gelbgriin 
tluoresciert, besitzt er nach der Reinigung die gesamte blaugriine 
Leuchtkraft, die den Harnfarbstoff auszeichnet. Zusammenfassend 
liBt sich also sagen, daB zwar die Adsorptionsanalyse Verunreini- 
cungen im Schmetterlingsfliigelfarbstoff, dem Xanthopterin, nach- 
weisen kann, daB jedoch diese Verunreinigungen in so geringen 
Mengen vorkommen, daf ein Kintlu8 auf die Verbrennungsdaten und 
damit auf die Errechnung der Bruttoformel nicht wahrscheinlich ist. 

Hatte somit die Untersuchung des Xanthopterins mit den 
am Harnpigment entwickelten Methoden Ubereinstimmung in allen 
wesentlichen Vergleichspunkten aufgezeigt, so schien es nun wiin- 
schenswert, umgekehrt den fluorescierenden Harnfarbstoff in der 
bei der Untersuchung des Xanthopterins von Schépf und Becker 
zeiibten Arbeitsweise vergleichend zu priifen. Schépfund Becker 
charakterisieren ihr Xanthopterin vor allem durch die Elementar- 
analyse des freien Farbstoffs und durch die Daten des sogenannten 
8-Bariumsalzes. Dieses Salz, das in guter Ausbeute und in 
schénen Krystallen zu gewinnen ist, stellt méglicherweise das 
Salz eines Xanthopterinhydrats dar. Es ist die bisher bestdefi- 
nierte Verbindung der Farbstoffreihe. Die Bestimmung seines 





*) Vgl. die irreversible Fixierung reinster Lyochrome. Diese Z, 232, 
103 (1935). 
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Barium-, Kohlenstoff-, Wasserstofi- und Stickstoffgehaltes ergiinzt 
die Zahlen der Elementaranalyse des freien Farbstoffs. Das Ultra- 
violett-absorptionsspektrum des Bariumsalzes bietet eine weitere 
wichtige Vergleichsméglichkeit, an die sich schlieBlich noch die 
Réntgenaufnahme anfiigt*). 

Wir haben zunichst auf einen Vorschlag von Schépf ver- 
sucht, aus dem Harnfarbstoff ein Bariumsalz zu gewinnen. Ks 
gelingt in der Tat leicht, in der Hauptfraktion der Adsorptions- 
analyse ein Bariumsalz zu erhalten, das in seiner Krystallisations- 
bedingung und -form voéllig dem /-Xanthopterinbarium leicht. 
Die Reinigung iiber das Bariumsalz kann die Adsorptionsanalyse 
nicht ersetzen. Wohl aber ist das Salz geeignet, aus Farbstoff- 
priiparaten, die von einem farblosen Begleiter durch eine ein- 
malige Adsorptionsanalyse nicht ganz zu trennen sind, das reine 
Pigment herauszuholen. Der durch Zerlegung des Bariumsalzes 
gewonnene Harnfarbstofi zeigt einen Farbwert k,,, = 2,0. Die 
gleiche Zahl haben wir fiir den Farbstoff des Citronenfalters ge- 
funden, der iiber das £-Bariumsalz dargestellt worden ist**). Der 
Weg iiber das Bariumsalz fiihrt also beim Harnfarbstoff zu Pri- 
paraten, die um 3/, farbschwicher sind als die besten Farbstoffe, 
wie sie als amorphe Fiallungen aus der Adsorptionsanalyse mit 
einem Koeffizienten k,,; = 3,0 hervorgehen. Denselben Farb- 
verlust von 33°/, erleiden die amorphen Priaparate (k, ,, = 3,0) 
auch dann, wenn man sie umkrystallisiert. Das geschieht so, 
da8 man in Ammoniak lést, mit Essigsiure ganz schwach an- 
siuert, kurz zur Lésung aufkocht und erkalten laBt. Dabei kry- 
stallisiert der Farbstoff in rotgelben Warzen oder als griingelber 
Wandbelag, der unter gekreuzten Nicols Krystallstruktur zeigt. 
Die Ausbeuten betragen rund 60°/,. Der Rest des Farbstoffs 
findet sich nicht in den Mutterlaugen, sondern ist zu farblosen 
Produkten umgewandelt worden. Der krystallisierte Farbstoff 
zeigt einen Farbwert von nur 2,0 (fiir 0,05°/,ige Lésung) Wir 
haben uns vorliufig auf die Untersuchung des krystallisierten 
Farbstofis beschrinken miissen. Wenn er auch ein Umwandlungs- 
produkt ist, so steht er doch sicherlich dem urspriinglichen Farbstoff 
noch sehr nahe. Er zeigt alle Fluorescenzen des amorphen Farbstofis. 

Der krystallisierte Farbstoff enthilt keinen Phosphor und 
keinen Schwefel. Seine Elementaranalyse liefert 38,7°/, Kohlen- 


*) Privatmitteilung von C. Schépf. 
**) Auch diese Priparate stammen yon C. Schépf. 
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Isolierung eines gelben Farbstoffs (Uropterin) aus Menschenharn. 1937 


stoff, 3,3°/, Wasserstoff, 35,8°/, Stickstoff. Ganz ahnliche Werte 
finden Schépf und Becker fiir krystallisiertes Xanthopterin, 
das sogenannte Xanthopterinhydrat, das unter ‘hnlichen Be- 
dingungen erhalten wurde wie der Harnfarbstoff. Dagegen zeigt 
das amorphe Xanthopterin héhere Kohlenstoff- und niedrigere 
Wasserstoffwerte. Vgl. folgende Tabelle. 


C,5H, ,O5Ni¢ Ber. C 40,3°, H 3,18°/, N 39,6°, 

Xanthopterin amorph », 40,3 » * » 96;2%). 

Harnfarbstoff krystallisiert ,, 37—38 » 3,6—3,8 ,, 32—85 
», 38,7 » 3,3 », 39,8 


”? 9? 

In den Verbrennungswerten driickt sich also beim Xantho- 
pterin eine Verinderung des Farbstoffs durch Umkrystallisieren 
aus essigsaurem Milieu aus, die sehr wahrscheinlich in Parallele 
zu setzen ist mit der am Harnfarbstoff durch Verfolg der Ex- 
tinktion festgestellten Umwandlung bei der gleichen Behandlung. 
Diese Verinderung kann Schépf aus seinen Analysen als eine 
Wasseranlagerung charakterisieren. Aus den Erfahrungen am 
Harnfarbstoff ist das Bild dahin zu ergiinzen, da8 beim Umkrystalli- 
sieren farblose Produkte neben dem krystallisierten Farbstoff ent- 
stehen. 

C.Schépf hat es liebenswiirdigerweise tibernommen, den 
krystallisierten Harnfarbstoff nach seinen Methoden zu untersuchen. 
EK. Becker stellte im Darmstidter Laboratorium aus 12 mg des 
krystallisierten Pigments das @-Bariumsalz dar, das in der gleichen 
Ausbeute wie bei guten Xanthopterinpriparaten erhalten wurde 
und sich durch grofe Krystallisationsneigung auszeichnete. Uber 
die Verbrennungsdaten teilt Schépf mit: ,Das Salz nahm wie 
unsere Priparate von #-Xanthopterin 9,8°/, beim Trocknen ab. 
Die Werte sind: 


Fir C,,H,,0.Ni. (Ba/2), ber. N 23,05 Ba 42,39 
» CygH,,0,Ni, (Ba/2), 4, ~— 5, 22,68 » 41,61 
gef. ,, 23,49 » 43,02. 


Beide Werte liegen etwas zu hoch, aber nicht so hoch, dab 
daraus eine andere Formel sich errechnen lieBe. Auch haben 
wir bei der Analyse unserer f-Bariumsalze die Erfahrung ge- 
macht, daB die Werte stark streuen, und éfters Werte gefunden, 
die bis nahe an die fiir das Bariumsalz aus dem Harnfarbstoff 
gefundenen herangehen. Die Réntgenaufnahme stimmt im tibrigen 





*) Die Formel ist nach einer Privatmitteilung von C. Schépf aus der 
Feststellung abgeleitet, da8 beim Xanthopterin die nach Dumas bestimmten 
Stickstoffwerte immer zu niedrig ausfallen. 
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mit denen unserer #-Xanthopterinbariumsalze iiberein. Das be- 
weist allerdings nicht viel bei so hoch molekularen Substanzen.“ 
Das Ultraviolett- Absorptionsspektrum (vgl. Figur) zeigt mit dem 
Bariumsalz des Schmetterlingsfarbstoffs Ubereinstimmung in der 
Lage der Maxima und i Im ganzen liegt die Kurve 
etwas niedriger als die der besten #-Xanthopterinbariumpriparate, 
wie es nach der stufenphotometrischen Farbbestimmung am zu- 
grunde liegenden freien Farbstoff (k, ,, = 2,0) zu erwarten war. 
Die Untersuchung hat somit in allen wesentlichen Punkten 
Ubereinstimmung zwischen Xanthopterin und dem Harnfarbstoff 
aufgewiesen. Die geringen Ditferenzen in einigen Daten sind un- 
erheblich angesichts der Schwierigkeit, reine und definierte Pri- 
parate zu gewinnen. Eine Identitat des fluorescierenden gelben 
Harnfarbstofis mit dem Farbstoff des Citronenfalterfliigels ist 
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sehr wahrscheinlich. Dennoch erscheint es vorliufig angebracht, 
in der Namengebung die beiden Naturfarbstoffe auseinanderzu- 
halten. Wir schlagen fiir den Harnfarbstoff die Bezeichnung 
,Uropterin“ vor*). Die verschiedenen Priparate erhalten als In- 
dex den Extinktionskoeffizienten, so daB der amorphe Farbstoff 
die Bezeichnung ,,Uropterin, ,“, und der krystallisierte die Be- 
zeichnung ,,Uropterin, ,“ bekommt. 

Im folgenden sind einige Beobachtungen am Uropterin zu- 
sammengestellt. Der Farbstoff ist sehr lichtstabil. 60 Minuten 
langes Kochen in n/1-Natronlauge und in n/1-Salzsaure vertrigt 
er ohne Farbverlust. Er ist véllig unléslich in indifferenten 
Lésungsmitteln. Aus einer essigsauren Lésung la8t sich mit 
Amylalkohol oder Butanol der Farbstoff ausschiitteln, jedoch so 
unvollistindig, daB fiir die Isolierung diese Eigenschaft nicht 
brauchbar ist. Uropterin wird durch Schwefelwasserstoff zu einer 


*) Der Name ,,Xanthopterin“ wird von C. Schépf als Gruppen- 
bezeichnung vorgeschlagen werden (Privatmitteilung). 
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Leukoverbindung reduziert, die beim Schiitteln mit Luft den 
Farbstoff zuriickliefert. Behandlung mit Natriumsulfit oder 
Natriumhydrosulfit reduziert irreversibel. Dabei entstehen Leuko- 
verbindungen, die, in essigsaurer oder neutraler Lésung farblos, 
in Soda die Griinfluorescenz noch zeigen*). Das beschriebene 
Verhalten des Uropterins gegen Reduktionsmittel zeigt mindestens 
zwei verschiedenartige Doppelbindungen an. Gegen Oxydations- 
mittel ist Uropterin sehr empfindlich. Oxydiert man mit Per- 
manganat in essigsaurer Lisung, so erhalt man ein Produkt, das 
in sodaalkalischer Lésung nicht mehr griin fluoresciert und durch 
eine in essigsaurer Lésung intensive violettblaue Fluorescenz auf- 
fallt**)} Durch Oxydation mit Salpetersiure sind krystallisierte 
Abbauprodukte zu fassen. Durch Kinwirkung von Salzsiure ge- 
lingt es, schén krystallisierte Uropterinderivate zu erhalten, die 
ihre basischen Kigenschaften verloren haben. Uropterin laBt sich 
im Hochvakuum bei 0,02 mm Hg nicht sublimieren. Es tritt 
Zersetzung zu tief rot gefirbten Produkten ein. Gleichzeitig 
bilden sich in sehr geringer Menge verschiedene Sublimate. Eines 
von ihnen ist deshalb von Bedeutung, weil es farblos und in 
Wasser leichtléslich ist und die griine Fluorescenz in Sodalésung 
noch zeigt. 

Uber die Konstitution des Farbstoffes 14Bt sich nur wenig 
sagen. Mit der Murexidreaktion ist der Farbstoff als Purin- oder 
Pyrimidinderivat gekennzeichnet: Aus seinem Molekiil kann 
Alloxan oder ein dem Alloxan nahestehendes Derivat oxydativ 
abgespalten werden. Die genauere Untersuchung der Murexid- 
probe hat folgendes ergeben: Erwarmt man Uropterin mit Sal- 
petersiure auf dem Wasserbad zur Trockne, so ist der Riick- 
stand schén rot, genau wie bei Harnsiure. Guanin (als Beispiel 
fiir eine Xanthinbase) liefert nur gelben Riickstand. Fiihrt man 
die Salpetersiureprobe durch Trocknen bei 150° durch, so ent- 
steht wohl bei Harnsiure, nicht bei Uropterin der rote Riickstand. 
Es mu8 beim Uropterin durch Salpetersiureoxydation ein murexid- 
fihiges Zwischenprodukt entstehen, das im Gegensatz zu dem 


*) Leukopterin, das weiBe Pigment des KohlweiBlings, von dem 
H. Wieland uns dankenswerterweise eine Probe zur Verfiigung stellte, 
zeigt im ultravioletten Licht keinerlei Fluorescenzen. Es kann also nicht 
als einfaches Derivat eines Leuko—Xanthopterins aufgefaBt werden. 

**) Ein solches fluorescierendes Oxydationsprodukt ist mit Perman- 
ganat beim Leukopterin nicht zu erhalten. Vgl. dagegen ein violett fluo- 
rescierendes Oxydationsprodukt des Leukopterins mit Brom. Liebigs Ann. 
507, 256 (1938). 
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der Harnsiure thermolabil ist und bei Temperaturen iiber 80° 
nicht zu Murexid fiihrt. Oxydiert man das Uropterin mit Chlor 
(Ausfiihrungsform der Murexidprobe fiir Xanthinbasen), so ist bei 
dem Pigment ebenso wie beim Guanin auch bei 150° ein roter 
Riickstand zu erhalten. Die wahrscheinlichste Deutung dieser 
Befunde ist, daB im Uropterin 2 Molekiilteile anzunehmen sind: 
der eine, guaninihnliche, ist fiir die Chlormurexidprobe verant- 
wortlich, der andere Molekiilteil gibt die nur bei 80° mégliche 
Salpetersiureprobe, fiir die ein einfaches Modell noch aussteht. 

Im Zusammenhang mit dem Naturfarbstoff fragt man sich 
allgemein nach Purinfarbstoffen. Es ist bis heute nur ein Farb- 
stoff bekannt, der das Purinskelett enthalt: das Thiochrom”*) 
(Formel I)1%). Vielleicht liegen farbige Purinderivate in den Pro- 
dukten vor, die Hadjioloff und Kresteff!*) beim partiellen 
Veraschen von Harnsiure erhalten. Auf eine Méglichkeit, aus 
einem Purinmolekil, z. B. der Harnsiure, einen Farbstoff hervor- 
gehen zu lassen, trifft man, wenn man die Harnsiureformel mit 
der Formel fiir Leukoflavin vergleicht (Formel II und III). 


CH, 
| CH, CH,—CH,0H NH—-C=0 
ne C ow | as 
I | Lo 1 C=0 C—NH, 
C-CH, C—NC | | pe=0 
(  »c—S NH ——C—NH 
N C—N7 
NH——C=0 
| 
C==0 C—NH~-~._oy 
I | | | ( 


CH, 


R R = Alkyl oder Tetraoxypentyl. 


So wie das Leukoflavin durch Fortnahme von 2 Wasserstofi- 
atomen zum Farbstoff wird, so kénnte auch aus der Harnsiure 
durch Entzug von H, ein System konjugierter Doppelbindungen 
auftreten, wie es in folgenden Formelbildern zum Ausdruck kommt: 


NH——C=0O NH ——C=0 
| | | | 
C=0 C=N— C=0 C=N 
IV ' Sc=0 V SO - CH 


a ee ae es 


| 
R 


| | 
N———C—NH” 


*) Thiochrom ist murexidnegativ, da es in seinem Pyrimidinteil keinen 
Sauerstoff enthilt. 
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Solche Dehydroharnsiuren oder allgemeiner Dehydropurine 
sind nicht bekannt. Es gibt jedoch eine Angabe von Frére- 
jaques, die in diesen Zusammenhang sich einfiigt?°). Er findet, 
daB die Anilinverbindung des Isoallantoins, die farblos ist, sich 
durch Wegnahme von 2 Wasserstoffatomen mit Hilfe von Luft- 
sauerstoff in das gelbgriine Anilid des Dehydroisoallantoins iiber- 


fiihren 1aBt (vgl. Formel VI und VII). 





H 
NH—C—NH NH—C—=N-— 
™ O=0¢ | SC=0 vr Om | »o=0 
NH-—C—NH NH-—C—NH 
| | 
NH—C,H, NH—C,H, 


Nachdem das Uropterin dargestellt und als Pterin erkannt 
worden war, erhob sich die weitere Frage, ob der Farbstoff nicht 
noch allgemeiner verbreitet ist. Es war von vornherein unwahr- 
scheinlich, daB sich sein Vorkommen auf Insekten und Menschen 
beschriinken wiirde. Wir haben begonnen, die Frage der Ver- 
breitung von Xanthopterin in der Natur zu untersuchen. Zur 
sicheren Diagnose ist dabei die Fluorescenzreihe und das adsorp- 
tionsanalytische Verhalten erforderlich und ausreichend. Nach 
dem Menschenharn sind Xanthopterine festgestellt worden in 
menschlichen Faeces, in Rinderleber, in Kaninchenharn und im 
Pferdeharn. Von diesen Materialien enthilt Menschenharn am 
meisten Farbstoff. Wir schitzen auf Grund der praparativen 
Ergebnisse den Uropteringehalt des Menschenharns auf 0,5—1 mg 
pro Liter. Das ist nicht wenig, besonders wenn man diese Zahl 
mit dem Gehalt des Menschenbarns an Purinbasen, denen der 
Farbstoff nahesteht, vergleicht. Dieser ist nur etwa 10mal gréBer”). 
DaB Kaninchenharn und Pferdeharn viel weniger Xanthopterin 
enthalten als Menschenharn, kann mit der Fiahigkeit dieser 
Siuger, Harnsiure abzubauen, in Zusammenhang gebracht werden. 
Allgemein wird man das Vorkommen von Uropterin vom Stand- 
punkt des Purinstoffwechsels betrachten kénnen. Da Végel, 
Reptilien, Amphibien und Insekten den gréBten Teil ihres Stick- 
stoffs als Purin (Harnsiiure) ausscheiden, schienen deren Exkrete 
ein aussichtsreiches Untersuchungsobjekt hinsichtlich des Purin- 
farbstoffs zu sein, um so mehr, als doch die Insekten (Schmetter- 
linge, Wespen) den Farbstoff enthalten. Im Guano”) findet sich 
das Uropterin nicht. Das ist deshalb nicht verwunderlich, weil 





*) Wir danken den Guanowerken A.-G. Hamburg fiir eine Guanoprobe. 
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das Pigment zu wenig bestindig ist, als daB es sich iiber die 
Jahrtausende hatte erhalten kénnen. Aber auch im frischen 
Hiihnermist, sowie in Schlangenexkrementen ist der Farbstoff 
nicht angetroffen worden. Kin Zusammenhang zwischen Fahig- 
keit zur Harnsiuresynthese und Produktion von Xanthopterinen 
liBt sich also nicht feststellen. 

Fiir die wichtige Frage, ob auch in Pflanzen ein Xantho- 
pterin vorkommt, ist bis jetzt als Ausgangsmaterial nur Heu- 
mehl*) (deutsche Luzerne) herangezogen worden. In der Tat 
findet sich auch im Heumehl ein Farbstoff, der nach seinem 
adsorptionsanalytischen Verhalten, seiner Fluorescenz in Sauren 
und Alkalien und seiner Fiallbarkeit mit Silbernitrat aus ammo- 
niakalischer Lésung dem Uropterin gleicht. Dem Vorkommen 
von Xanthopterin in pflanzlichen Materialien wird nachgegangen 
werden. 

Auf der Suche nach anderen Ausgangsmaterialien fiir den 
Farbstoff ist zunichst immer nach einer in sodaalkalischer Lésung 
griinen Fluorescenz gefahndet worden. Dabei fragt sich natiirlich, 
wie weit diese Fluorescenzerscheinung als spezifisch anzusehen 
ist. Wir wissen heute, daB es eine Mehrzahl von Naturprodukten 
gibt, die eine ihnliche Fluorescenzreihe zeigen. So z. B. leuchtet 
Weizenmehl im ultravioletten Licht tiefblau auf. Nach Soda- 
zusatz fluoresciert es griin?*) Der fiir diese Farberscheinung 
verantwortliche Farbstoff kommt in gréBeren Mengen als in 
Weizenmehl in Weizenkleie und besonders in der Spreu vor. Er 
kann in Lésung gebracht werden, jedoch adsorbiert Bleicherde 
ihn nicht. Dennoch haben wir eine modgliche Verwandtschaft 
mit dem Pterin weiter verfolgt, da es Reduktopterine gibt, die 
ebenfalls von Bleicherde nicht mehr adsorbiert werden. Die ein- 
gehendere Untersuchung des Mehlfarbstoffs hat jedoch gezeigt, 
daB er chemisch von dem Pterin verschieden ist. Ein weiterer 
Farbstoff, der in diesen Zusammenhang gehért, findet sich in 
einem Bakterium, dessen stark griin fluorescierende Kulturen ihm 
den Namen gegeben haben: Pseudomonas fluorescens*’). Der 
Hauptfarbstoff dieses Bakteriums zeigt in seinen Fluorescenzfarben 
groBe Ahnlichkeit mit dem Uropterin. Er unterscheidet sich 
jedoch von ihm vor allem durch sehr groBe Unbestindigkeit in 
saurer und stark alkalischer Lésung. Nach dem Stand der Unter- 
suchungen ist vorliufig keine Verbindung zwischen dem Bakterien- 





*) Die Firma G. Moser, Mannheim, stellte uns dankenswerterweise des 
éfteren Material zur Verfiigung. 
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farbstoff und dem Uropterin herzustellen. Aus der Literatur 
ist zu entnehmen, daB ein hartniickiger Begleiter des wasser- 
stoffiibertragenden Co-Fermentes von Warburg, Christian und 
Griese”) in alkalischer Lésung griin fluoresciert. Da er in 
saurer Lésung Blauluminescenz zeigt, ist er nicht als ein Xantho- 
pterin anzusprechen. Ferner findet sich eine Angabe von Euler 
und Adler) iiber einen blaufluorescierenden Stoff aus der 
Retina von Fischaugen, dessen Fluorescenz in essigsaurer Lésung 
geléscht wird und in Alkali mit griiner Nuance erhalten bleibt. 
Da es sich offensichtlich bei dieser Untersuchung um ein Farb- 
stoffgemisch handelt, lassen sich die Fluorescenzangaben nicht 
verwerten. 

Der gelbe Farbstoff des Citronenfalters, der bisher nur in 
Schmetterlingen und Wespen gefunden worden ist, ist als regel- 
miBiger Bestandteil des menschlichen Organismus erkannt worden. 
Er kommt ferner vor beim Rind, Kaninchen und Pferd. Damit 
ist seine allgemeinere Verbreitung bei den Siugetieren sehr wahr- 
scheinlich gemacht. Sein Vorkommen im Heumehl beweist, dab 
er auch als pflanzliches Produkt auftritt. Die mit diesen Be- 
funden umrissene Verbreitung des Farbstoffs in der Natur, die 
sich durch die Untersuchung weiterer Materialien auf noch 
breiterer Basis wird aufweisen lassen, lenkt zwingend die Aufmerk- 
samkeit auf die Bedeutung des Farbstoffes fiir den tierischen 
oder pflanzlichen Organismus. Uber diese Bedeutung wissen wir 
heute noch nichts. DaB er eine Funktion als physiologischer 
Redoxfarbstoff zu erfillen hat, liegt im Bereich der Méglichkeit. 
Die naheliegende Vermutung, daB der Farbstoff als Nucleinsaure- 
verbindung im tierischen Kérper vorkommt, hat sich bisher 
experimentell nicht stiitzen lassen. 

Die vorliegende Unte:suchung bietet ein weiteres Beispiel 
dafiir, daB ein Farbstoff oder eine Farbstoffgruppe im Tierreich 
einmal als Schmuckfarbe und zum anderen als physiologischer 
Farbstoff auftreten kann. Die physiologisch bedeutsamen Por- 
phyrine finden sich als Schmuckfarbe in den Federn der Helm- 
vogel, Die Carotine schmiicken das Federkleid des Kanarien- 
vogels und sind Vorstufen des Vitamins A. Und der gelbe Farb- 
stoff des Citronenfalters kommt als verborgener Farbstoff im 
menschlichen Organismus vor. Die Sonderstellung, die das 
Xanthopterin als Farbstoff nur der Insekten bisher beanspruchen 
durfte, fallt mit der vorliegenden Untersuchung fort. Die Xantho- 
pterine sind als Bausteine der lebendigen Substanz weit verbreitet. 
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Versuchsteil. 


I. Isolierung von Uropterin aus Menschenharn. — A) Anreiche- 
rung. Pro Tag werden 200 Liter Harn, die in 3 Liter 25 °/,iger Salzsiiure 
aufgefangen werden, gesammelt*). (Die kleinen lateinischen Buchstaben 
beziehen sich auf die weiter unten folgenden Notizen.) 10 Minuten Ver- 
riihren mit 4kg Bleicherde XXF°). Abhebern und das Sediment absaugen. 
Ohne Waschen mit 10—15 Litern einer 20 °/,igen waBrigen Pyridinlésung 
eluieren‘). Die gesammelten Eluate aus 5000 Litern Harn im Vakuum auf 
60 Liter einengen. Fallung absaugen: 1200 g = Purinfraktion’). 50g der 
trockenen Purinfraktion mit 500 ccm n/1-Natronlauge 1 Stunde schiitteln®), 
Ungeléstes abzentrifugieren und nochmals der gleichen Behandlung unter- 
werfen (Ungeléstes = 4,6 g). Natronalkalische Lésung einlaufen lassen in 
1000 cem doppelnormaler kochender Salzsiiure. Auf 60—T70° halten, bis 
die tiefgefirbte amorphe Fillung durchkrystallisiert ist. (2—8 Minuten). 
Kiihlen. Braunes, schweres Krystallmehl (Harnsiure) absaugen (= 30 g). 
Filtrat [= Xanthinbasenfraktion ‘)] mit 170 g Bleicherde verriihren, Bleich- 
erde absaugen, siurefrei waschen und mit 5 °/,igem Pyridin eluieren 
(1,2 Liter). Einengen auf 400 ccm. Versetzen mit 60 cem konzentriertem 
Ammoniak und 20 g Ammoniumcblorid. Gesamtvolumen 550 cem®). Ver- 
riihren mit 30cem 5 °%/,iger Silbernitratlésung. Fallung zentrifugieren und 
die Mutterlauge mit 240 cem 5 °/,iger Silbernitratlésung nochmals fillen. 
Die zweite Fallung enthélt den Farbstoff4). Sie wird auf der Zentrifuge 
ohne Waschen mit n/1-Salzsiure verriihrt, wodurch der Farbstoff in die 
salzsaure Liésung geht. Das Silberchlorid hilt Begleitfarbstoffe fest’). Die 
salzsaure Uropterinlésung wird mit Bleicherde versetzt*), die Bleicherde 
nach Wegwaschen der Siure mit Pyridin eluiert und das Eluat im Vakuum 
von Pyridin befreit. Die pyridinfreie Farbstofflésung ist in 500 eem Phos- 
phatpuffer vom pg 7,6 aufzunehmen’). 


Notizen zu A). — a) Der Harn kann auch ohne Salzsiure auf- 
gefangen werden und etwa 6 Tage stehen, ohne da8 die Farbstoffausbeuten 
sich nennenswert verringern. 

b) Die Menge der Salzsiure und der Bleicherde ist die optimale. 
Verringerung der Bleicherde setzt die Ausbeute an Farbstoff herab, Er- 
héhung bietet keine Vorteile. Jedoch wird bei gréBeren Bleicherdemengen 
die Menge der anfallenden Purine erhdht. 

ce) Soll der Niederschlag gewaschen werden, so geschieht das mit 
verdiinnter Salzsiure. Die Elution bietet ein markantes Beispiel fiir die 
starke Wirkung von Pyridinsiuregemischen. Sie ist bei den Lyochromen 
erstmals festgestellt worden. Wenn man im vorliegenden Fall den Bleich- 
erdekuchen mit Wasser wischt und mit Pyridin ohne Siurezusatz eluiert, 
so erhilt man nur etwa '/, der normalen Farbstoffausbeuten. 


d) Die Purinfraktion stellt ein braunes Pulver dar. Sie enthilt 9—10°/, 
anorganischer Bleicherdebestandteile. Bei dem normalen Puringehalt von 
0,5 g pro Liter Menschenharn enthalten also die 5000 Liter 2500 g Harn- 
siure, d.h.: Die Bleicherdeadsorption erfaBt nur rund die Hilfte der vor- 
handenen Harnsiure. Von den Farbstoffen, die sich in der Purinfraktion 
neben dem Uropterin finden, ist einer durch eine gegen Permanganat stabile 
Blaufluorescenz ausgezeichnet. 
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e) Die Purinfraktion li8t sich nicht durch Extraktion mit Salzsiure 
befriedigend aufarbeiten, wahrscheinlich, weil Bleicherdebestandteile in 
mineralsaurer Loésung als Adsorbens wirken. 

f) Die sogenannte Xanthinbasenfraktion besteht nicht nur aus Xanthin- 
basen. Sie enthilt u. a. einen Farbstoff, der mit blauer Farbe fluoresciert 
und von Bleicherde nicht adsorbiert wird. 

g) Die fraktionierte Silberfallung kann auch in dem salzsauren Filtrat 
yon der Harnsiiure geschehen. Doch sind dann gréfere Fliissigkeitsvolumina 
zu bewiltigen. 

h) Die erste Silberfillung enthalt Xanthinbasen mit nur wenig Uropterin. 
Es empfiehlt sich, die Fraktionierung mit Silbernitrat in mehreren kleinen 
Anteilen vorzunehmen, und die Fraktionen nach der Stirke ihrer soda- 
alkalischen Griinfluorescenz zu vereinigen. Die Mutterlauge der Silber- 
fillungen ist eine stark rotbraun gefirbte Lésung, in der mit Soda noch 
eine grime Fluorescenz nachzuweisen ist. Der Farbstoff dieser griinen 
Fluorescenz ist nicht mit Bleicherde, wohl aber mit Aluminiumoxyd adsorp- 
tionsanalytisch nachzuweisen. Sehr wahrscheinlich handelt es sich um 
einen vom Uropterin verschiedenen Farbstoff. Aus der Mutterlauge der 
Silberfillung 1i8t sich aus essigsaurem Milieu mit Essigester ein Farbstoff 
ausschiitteln, der mit keinem bekannten Harnfarbstoff identisch ist. 

i) Durch heiBe Salzsiure liBt sich der gréBte Teil der am Silber- 
chlorid adsorbierten Farbstoffe ablésen. Solche Lésungen enthalten immer 
auch etwas Uropterin. 

k) Bei jeder mineralsauren Adsorption soll méglichst schnell gearbeitet 
werden. Bei Portionen, die als salzsaure Adsorbate iiber Nacht standen, 
haben wir Farbstoffverluste festgestellt. Die Elution der im Rihrverfahren 
gewonnenen Bleicherdeadsorbate geschieht sehr bequem auf der Nutsche 
wenn man vorsichtig saugt, so daB die Erdschicht nicht reiBt. 

l) Die Anreicherung des Uropterins aus Menschenharn schlieBt eine 
Behandlung mit n/1-Natronlauge bei Zimmertemperatur und mit n/1-Salz- 
siure fiir 3—4 Minuten bei 60—70° ein. Es fragt sich natiirlich, wie weit 
eine solche Behandlung den Harnfarbstoff schiidigen kann. Zwar ist der reine 
Farbstoff gegen Siure und Alkali beim Kochen sehr bestindig. (Vgl. 8. 138). 
Doch sagt das nichts tiber sein Verhalten in unreinen Loésungen aus. 
Deshalb sind parallele Kontrollen ausgefiihrt worden, bei denen unter Bei- 
behaltung der oben geschilderten Operationen einmal eine Behandlung der 
Xanthinbasenfraktion mit heiBem Alkali (60 Minuten) und zum andern mit 
heiBer Salzsiiure (ebenfalls 60 Minuten) eingefiigt worden ist. Die priparative 
Aufarbeitung hat ergeben, daB die Isolierung des Uropterins auch nach 
der energischen Einwirkung der Salzsiiure genau wie im Normalversuch 
gelingt. Dagegen ist nach der Behandlung mit heiBem Alkali die Farbstoff- 
ausbeute stark vermindert. 

B) Adsorptionsanalyse, 90g Frankonit KL werden verriihrt mit 
250 cem Phosphatpuffer py 7,6. AufgieBen des Schlamms auf eine Por- 
zellannutsche von 123 mm Durchmesser bei ganz schwachem Saugen. 
Zwischen dem Ansetzen des Schlamms und dem AufgieBen soll mindestens 
1 Stunde liegen. Es wird sehr vorsichtig gesaugt und nach Ausbildung 
der Adsorptionsschicht die Farbstofflésung in dem Phosphatpuffer (500 cem) 
aufgegossen*). Man saugt anfangs nur mit einem Unterdruck von 5 cm 
Wassersiule und steigert allmihlich das Vakuum bis auf 30 cm Wasser- 
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druck. Spiter kann héheres Vakuum angeschlossen werden. Auf diese 
Weise vermeidet man die Gefahr, da8 die Adsorbensschicht bei héherem 
Vakuum reiBt. Nach Durchlaufen der Farbstofflésung wird zunichst mit 
250 ccm Phosphatpuffer vom pg, 7,6 und folgend mit 800 cem molar/15 sekun- 
direm Natriumphosphat (pq 8,3) gewaschen. Dadurch werden nur wenig Be- 
gleitfarbstoffe entfernt. Doch ist das intensive Waschen notwendig, weil 
nur so die Séule fiir die Entwicklung vorbereitet wird*). Nach dem Waschen 
wird mit Boratpuffer py 9,2 eluiert®). Dabei erscheint nach ungefihr 300 cem 
des Puffers im Filtrat der erste Farbstoff. Zwar ist es leicht, den Vorlauf von 
den Farbstoffraktionen zu trennen. Schwieriger ist die Abgrenzung der 
Uropterinfraktionen von den nachfolgenden Farbstoffen, die ebenfalls von 
dem Boratpuffer, wenn auch langsamer, eluiert werden. Im allgemeinen 
umfaBt die Uropterinfraktion 200 ccm. Sie ist gegeniiber den folgenden 
Nachelutionen ausgezeichnet durch ihre gréBere Leuchtkraft im Tageslicht 
sowie durch die Starke der Rotfluorescenz im Ultravioletten‘), °). 

Notizen zu B). — a) Ein kleines Rundfilter vermeidet das Auf- 
wirbeln des Adsorbens durch die einflieBende Lésung. 

b) Die Adsorptionsanalyse mu8 im Lauf von 12 Stunden durchgefiihrt 
sein. Bei langerer Dauer kénnen schlechtere Ausbeuten resultieren. 

c) Nach dem Austritt der Uropterinfraktion erhalt man bei weiterem 
Waschen mit dem Boratpuffer zunichst diinnere Uropterinlésung. Wir 
pflegen anschlieBend mit 2°/,igem wiBrigem Pyridin zu waschen und 
erhalten damit Filtrate, in denen mindestens 3 blau fluorescierende Farb- 
stoffe zu unterscheiden sind. Auf eine Anomalie, die in einigen Fallen 
aufgetreten ist, mu8 hingewiesen werden: Es kommt vor, daB bei farbstoff- 
armen Boratfraktionen die nachfolgende Pyridinelution um so reicher an 
Farbstoff ist. Der Grund fiir dieses anomale Verhalten ist nicht immer 
leicht zu erkennen. Es handelt sich hier um die Verhiltnisse, die auf S. 135 
dargelegt worden sind. 

d) Von anderen Ausfiihrungsformen der Adsorptionsanalyse seien 
folgende erwéhnt: Zundchst kann an Stelle von Frankonit KL Bleicherde XXF 
benutzt werden. Das Aufnahmemilieu bleibt dabei Phosphatpuffer p,, 7,6. 
Die Entwicklung geschieht schon mit sekundirem Natriumphosphat (py 8,3), 
Da die Adsorptionskraft der Bleicherde geringer ist als die des Frankonits, 
miissen, bezogen auf die gleichen Farbstoffmengen, gréBere Mengen des 
Adsorbens angewendet werden, wodurch besonders bei priparativem Ar- 
beiten die Adsorptionsanalyse unhandlich wird**). Eine andere Méglich- 
keit adsorptiver Reinigung ergibt sich, wenn man Farbstoffraktionen in 
methanolischer Salzsiure lést, mit Natriumacetat abstumpft und diese 
wiBrig methanolische Lésung iiber eine in Methanol geschlimmte Siéule 
von Bleicherde XXF filtriert. Unter diesen Bedingungen wird das 
Uropterin in scharfer Zone festgehalten. Mit Methanol lassen sich Begleit- 
farbstoffe herauswaschen, Die Entwicklung des Farbstoffs geschieht mit 
Wasser. Wir haben auf diese Weise ebenfalls reines krystallisiertes 





*) Vgl. Diese Z. 239, 94 (1936). 

**) Dagegen wird man in Vorversuchen, wenn es sich darum handelt, 
die prinzipielle Brauchbarkeit der Bleicherde in einer Adsorptionsanalyse 
zu priifen, immer mit Bleicherde XXF arbeiten, da dieses Adsorbens leichter 
zu deutende Sédulenbilder liefert als Frankonit KL. 
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Uropterin gewinnen kénnen. Doch hat sich herausgestellt, daB ein be- 
trichtlicher Teil des Uropterins bei dieser Behandlung an der Bleicherde 
derart fixiert wird, daB er nur schwer oder iiberhaupt nicht abzulésen ist. 
Es kommt dazu, daB bei der Bleicherde der Wechsel vom methanolischen 
zum wiBrigen Milieu Bestandteile aus der Bleicherde herauslist, die das 
Filter vollkommen verstopfen. — Neben den Fullererden und Aluminium- 
oxyden adsorbieren auch Magnesiumoxyd, Talk und Kaolin das Uropterin, 
wihrend Kieselgur und Magnesiumcarbonat den Farbstoff nicht fixieren. 
Calciumearbonat adsorbiert ihn aus methanolischem Milieu. Eine Adsorption 
an Bleisulfid ist méglich, bietet jedoch keine Vorteile. 


C) Reindarstellung. Die Uropterinfraktion aus der Adsorptions- 
analyse liefert meistens beim Stehen iiber Nacht in Eis ein Krystallisat, 
das aus gelben Warzen besteht: 30 mg‘*). Sein hoher Aschegehalt kenn- 
zeichnet es als ein Salz des Uropterins mit einem Bestandteil der Bleich- 
erde’). Die Krystalle der Boratlésung’) werden mit Lauge extrahiert, 
auf n/i-Ammoniak gebracht und ebenso wie die Mutterlauge aus der 
ammoniakalischen Lésung mit Silbernitrat nochmals gefillt*). Silbersalz 
imal mit n/i-Ammoniak und imal mit Wasser waschen. Zerlegen mit 
etwa 10 cem n/1-Salzséure*). Zentrifugieren und filtrieren. Silberchlorid 
mit 5 eem Salzsiiure nachwaschen. Die salzsaure Lésung in Eis kihlen. 
Mit gesittigter Natriumacetatlésung abstumpfen und amorphe rotgelbe 
Fillung nach 1 Stunde zentrifugieren'), 3mal mit 5 ccm Eiswasser 
waschen. Aus den Boratkrystallen und der Mutterlauge werden so etwa 
40 mg amorpher Farbstoff erhalten. Die Extinktion fiir 0,05°/,ige Lésungen 
(ky,9;) dieser Priparate schwankt zwischen 2,0 und 3,0. Wir fassen die 
Priparate k,.,= 3,0 als den urspriinglichen Farbstoff und die mit der 
Extinktion 2,0 als Umwandlungsprodukte auf, die bei der Aufarbeitung 
aus noch unbekannten Griinden entstehen®). 


Der amorphe Farbstoff") wird ,,umkrystallisiert“ nach folgender Vor- 
schrift: 7,5 mg Farbstoff lésen in 10 cem n/1-Ammoniak, versetzen mit 
10 cem n/1-Essigsiiure, aufkochen, von Spuren ungeléster Flocken ab- 
filtrieren. Im Filtrat erscheinen zunichst rotgelbe Krystallkugeln und bei 
lingerem Stehen dazu eine Krystallhaut (griiner Wandfilm): 3,8 mg. Der- 
artige Umkrystallisationen sind bei etwa 6 verschiedenen Priparaten unter 
geringer Variation des py ausgefiihrt worden. Immer lagen die Ausbeuten 
an krystallisierten Produkten zwischen 30 und 60°/,. In den gesammelten 
Mutterlaugen haben wir von dem Farbstoffdefizit nur 19°/, feststellen 
kénnen, und zwar sowohl colorimetrisch wie gravimetrisch (Silbersalz- 
fillung). Der gréBte Teil des Farbstoffdefizits hat also nicht mehr 
Farbstoffcharakter. 

Der krystallisierte Farbstoff, bestehend aus den rotgelben Warzen und 
dem griinen Film kommt lufttrocken zur Analyse (Schoeller, Berlin). 

4,901 mg Einwage: 6,610 mg CO,, 1,700 mg H,O, 0,022 mg Rest. — 
1,866 mg Einwage: 0,540 ccm N (21°, 757 mm Hg). 

Das Farbstoffpriparat enthilt 6,6°/, Wasser (getrocknet 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur und 0,05 mm Vakuum iiber Phosphorpentoxyd; gewichts- 
konstant auch nach Trocknen bei héherer Temperatur). Aus diesen Zahlen 
berechnet sich: 

C 38,7 H3,3% N 358%, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXL. 1] 
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Eine zweite Menge desselben krystallisierten Priparates ist als 6-Barium- 
salz analysiert worden. Dieses Salz wurde dargestellt von Kk. Becker im 
Laboratorium von C.Schépf. Von Herrn E. Becker erhalten wir die 
folgenden Zahlen (Analysen Schoeller, Berlin): 

3,670 mg getrocknete Subst. (Wasserverlust 9,52°/,): 3,100 mg CO,, 
0,800 mg H,O. — Dr. Soltys, Graz: Kjeldahlbestimmung: 1,490 mg ge- 
trocknete Subst. (9,85°/, Abnahme beim Trocknen 140° i. Hochv.}: 2,50 ccm 
n/100-HCl. — 1,398 mg getrocknete Subst.: 1,022 mg Bariumsul fat. 


C,,H,,0,N,,(Ba/2), (972,4) Ber. C 23,45 H 1,24 N 28,05 Ba 42,39 


Fiir §-Barium—Uropterin Gef. ,, 23,04 ,, 2,44%) ,, 23,49 ,, 43,02 
Vergleichsweise fiir 

App. nero-#-Xanth. Barium » » Se ,~ Be »~  ~ Be 

23,23 ,, 41,71 

Notizen zu C. — a) Die Krystalle in der Boratfraktion sind ein 


Anzeichen dafiir, daB die Adsorptionsanalyse gelungen ist. Fehlen die 
Krystalle, so sind aus der Boratfraktion meist nur geringwertigere Farb- 
stoffpriparate zu erhalten. 

b) Alle Eluate von Bleicherde enthalten Bleicherdebestandteile. Diese 
miissen entfernt werden. Im vorliegenden Falle kommt noch dazu, dab 
auch die Pufferionen fortgeschafft werden miissen. AuBer durch eine Silber- 
salzfillung kann das geschehen durch eine salzsaure Adsorption an Bleich- 
erde und Elution der Bleicherde mit 5°/,igem Pyridin. Dabei fallt auf, 
da8 die Elution nur sebr protrahiert geschieht. Es handelt sich hier um 
die anomale Fixierung sehr reiner Substrate (vgl. S. 135). Die Eluate werden 
eingeengt und mit Essigsiure gefallt. Diese Reinigung tiber Bleicherde ist 
jedoch weit weniger geeignet, den Farbstoff von Asche zu befreien. 

ce) Aus den Boratkrystallen erhilt man meist farbstirkere Priparate 
als aus der Mutterlauge. 

d) Beim Zufiigen von Ammoniak fallen meist anorganische IHydroxyde. 
Diese werden abgetrennt. Die Silbersalzfillung aus ammoniakalischer Lésung 
ist fast quantitativ. Versetzt man eine Farbstofflésung in Ammoniak mit | 
Silbernitrat, so ist im UY. keine Fluorescenz zu beobachten, da der Farb- 
stoff als festes Silbersalz vorliegt. Verdiinnt man stirker und fiigt mehr 
Ammoniak hinzu, so geht etwas Silbersalz in Lésung und verrit sich unter } 
der Quarzlampe durch starke griine Fluorescenz. 

e) Wir haben Farbstoffpriparate angetroffen, die aus ihrem Silbersalz 
mit kalter Salzsiure nicht ganz in Freiheit zu setzen waren. Ein Rest des 
Farbstoffs konnte erst in heiBer Salzsiiure vom Silberchlorid abgelést werden. 
Solcher Farbstoff muB seine basischen Eigenschaften verloren haben (vel. 
auch §. 139). Als Extrem einer solechen Anomalie betrachten wir eine Er- | 





scheinung, die besonders stark bei Farbstoffpriiparaten aus Schmetterlings- | — 


fliigeln aufgetreten ist. 80°/, des Farbstoffs konnten beim Zerlegen des 
Silbersalzes nicht in Lésung gebracht werden, weder in der Kialte noch in 
der Hitze. Bei Harnfarbstoffpriparaten haben wir einen solchen unléslichen 
Teil nur in einigen Fillen und auch dann nur bis zu 30°/, festgestellt. Da 





*) Herr E. Becker teilt mit: Der zu hohe Wasserstoffwert diirfte sich | 
durch Einschleppen von Wasser mit dem fiir die Verbrennung bendtigten 
Bichromat erkliren. 
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arium- ein Zerlegen des Silbersalzes mit Natriumcarbonat nicht méglich und mit 
cerim ff Schwefelwasserstoff nicht ratsam ist, da Schwefelwasserstoff den Farbstoff 
ir die verindert, sind in solchen Fiillen Silbersalzfillungen nicht zu gebrauchen. 

f) Der Farbstoff soll nicht zu lange bei essigsaurer Reaktion stehen 
y CO,, bleiben, da die Gefahr gro8 ist, daB sich in schwach saurer Lisung Um- 


wandlungen noch unbekannter Natur voliziehen”*). 











“4 a g) Wenn die Adsorptionsanalyse nicht gelungen ist, so erhilt man bei 
der Fillung mit Natriumacetat einen nur hellgelben Niederschlag, dessen 
7 Menge ein mehrfaches von der oben angegebenen Ausbeute betrigt. Solche 
42,39 geringwertigen Farbstoffpriparate, deren Extinktionskoeffizient k,,, etwa 
43,02 1,0 ist, kinnen durch eine zweite Adsorptionsanalyse gereinigt werden. Ein- 
. facher ist es, sie tiber das $-Bariumsalz aufzuarbeiten nach folgender Vor- 
41, : 0 schrift (die gleiche Aufarbeitung iiber das #-Bariumsalz ist auch fiir den Farb- 
41,71. stoff des Vor- und Nachlaufs bei der Adsorptionsanalyse geeignet.): 53 mg 
id ein eines geringwertigen Uropterinpriparates werden in 20 cem halbgesiittigter 
en die Barytlauge hei8B gelést. Von Spuren Ungeléstem absaugen. Uber Nacht 
Farb- erscheinen im Filtrat reichlich haarfeine Nidelchen. Diese absaugen, in 
kalter Salzsiure lésen, mit Natriumacetat fillen: rotgelbe Fillung, 18,4 mg. 
Diese Davon werden zur Bestimmung der Extinktion im Stufenphotometer 5,0 mg 
1, dab in 5 cem n/1-Ammoniak gelést. Schichtdicke 0,102 cm. Ablesung 43, k = 3,6. 
Silber- Daraus berechnet k,; = 1,8. 
3leich- h) Die Uropterinfluorescenzen sind sehr kriftig in einer Konzentration 
It auf, von 1:50000. Bei 1:500000 lassen sich die neutrale und sodaalkalische 
er um Fluorescenz noch gut beobachten, im UV. natiirlich besser als im Tageslicht. 
yerden Sehr starke Verdiinnungen (1: 5000000) zeigen selbst im UV. keine Fluores- 
rde ist } cenz in neutraler Lésung. Erst auf Zusatz von Natriumacetat oder Soda 
ist in dieser Verdiinnung unter der Quarzlampe eine blaue Fluorescenz fest- 
parate zustellen. Es verdient Erwihnung, da8 eine ammoniakalische Liésung des 
Farbstoffs am Tageslicht nicht die Fluorescenz gleich hoch konzentrierter 
oxyde. Sodalésungen bemerken 14Bt. 
sung Es sei nachdriicklich darauf hingewiesen, daB es leicht ist, auf irgend- 
ik mit | einer Stufe der Isolierung krystallisierte Substanzen zu fassen, die die 
Farb- | Fluorescenzerscheinungen des Uropterins zeigen. Die colorimetrische Be- 
mehr stimmung zeigt jedoch bei ihnen mit einem Extinktionswert von héchstens 
unter } 1,0, daB es sich nicht um reine Substanzen sondern um angefirbte Krystal- 
lisate handelt. 
ersalz II. Nachweis eines Xanthopterins in Naturprodukten. — Als Bei- 
st des spiel wird die Aufarbeitung von Kaninchenharn geschildert. Feste Mate- 
erden. rialien, wie z. B. Kot, Heumehl, Leber werden hei8 mit 0,5 n-Salzsiure 
1 (vg. extrahiert. Der salzsaure Extrakt wird sinngemi8 nach der fiir den Kanin- 
ye Er- | chenharn gegebenen Vorschrift behandelt. 
flings: | @ 750 cem Kaninchenharn werden in 7 Tagen von einem Tier gesammelt 
n des ? (sehr konzentrierter Harn). Harn mit 30 ccm konzentrierter Salzsiiure an- 
ch in =—S—s siuern, mit 40 g Bleicherde verriithren, Bleicherde mit verdiinnter Salzsiure 
lichen == = waschen, mit 200 cem 15°/,iger Pyridinlésung eluieren. Die eingeengten 
t. Da  ~— Eluate liefern keine Fillung. Beim Alkalisieren mit Natronlauge starke 
Fillung, die abgetrennt und verworfen wird. Alkalische Mutterlauge ein- 
e sich | 
tigten *) Vgl. Schépf u. Becker, Liebigs Ann. 507, 278 (1933); sowie die 
) Erscheinungen beim Umkrystallisieren S. 136. 


11* 
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engen im Vakuum und so vom Pyridin befreien, mit Salzsiiure ansiuern, an 
Bleicherde adsorbieren, Bleicherde gut mit Wasser waschen und mit 5°/,igem 
Pyridin eluieren. Das im Vakuum vom Pyridin befreite Eluat in 15 cem 
Phosphatpuffer py 7,6 aufnehmen. Zur Adsorptionsanalyse verwenden wir 
ein Rohr von 27 mm Durchmesser. LEingefillt werden 2g Frankonit KL. 
Waschen mit sekundirem Natriumphosphat, mit Boratpuffer py 9,2 sowie 
mit 2°/,igem Pyridin eluieren. Besonders in den letzten Filtraten ist die 


griine Fluorescenz in Sodalésung deutlich. 

In verschiedenen Fiillen ist die gréBere Menge des Farbstoffs erst mit 
2°/, igem Pyridin eluiert worden. Das spricht nicht gegen eine Identitiit 
des Farbstoffs mit einem Xanthopterin (vgl. S. 135). 

Beim Kaninchenharn wie in allen anderen Fallen, in denen nach der 
Adsorptionsanalyse die Farbstoffraktionen noch stark gefirbt sind durch 
braunrote Begleiter, bewirkt eine anschlieBende Silbersalzfillung eine be- 


deutende Reinigung. 
Es sei erwaihnt, da8 wir in Milch und Hefe Xanthopterine nicht ge- 


funden haben. Doch sind diese Angaben nur als vorliufige zu bewerten, 
da bei dem Reichtum an hochmolekularen Substanzen diese Substrate 


Schwierigkeiten bieten. 


Zusammenfassung. 


1. Aus Menschenharn ist ein neuer Farbstoff isoliert worden. 
Er stimmt in allen wesentlichen Kigenschaften mit dem gelben 
Farbstoff des Citronenfalterfliigels, dem Xanthopterin, iberein. 
Er ist ein Xanthopterin des Menschenharns und wird Uropterin 
genannt. Der Farbstoff kommt im Menschenharn in einer Ver- 
diinnung von etwa 1:1000000 vor. 

2. Die Isolierung des Farbstoffs aus Menschenharn ist ge- 
lungen durch die Verbindung von Fluorescenzbeobachtung mit 
der Adsorptionsanalyse waBriger Loésungen. 

3. Die Fluorescenzerscheinung unter der Quarzlampe und 
das adsorptionsanalytische Verhalten bilden eine erwiinschte Er- 
ginzung zur Charakteristik der Xanthopterine. 

4. Uropterin kann mit Schwetelwasserstoff reduziert und die 
Leukoverbindung mit Luftsauerstoff wieder oxydiert werden. 

5. Das Vorkommen von Xanthopterinen beschrankt sich nicht 
auf Insekten und Mensch. Sie finden sich auch beim Kaninchen, 
Pferd und Rind sowie im Heumehl. 
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Uber den Gehalt von aus Kabeljau gewonnenem Muskeleiweif 
an Aminosduren. 
Von 


Emil Abderhalden, Edmund Baertich*) und Walter Ziesecke**), 


(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitat Halle a. d. S.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. April 1936.) 


Zur Fahndung nach neuen EiweiSbausteinen und Uberpriifung 
von Angaben iiber neuentdeckte Aminosiiuren erschien es uns 
aussichtsvoll, Proteine in den Kreis der Untersuchung zu ziehen, 
die verschiedenen Tierklassen angehéren. Dazu kam der Wunsch, 
eine vergleichende Untersuchung von EHiweiBstoffen der gleichen 
Organe verschiedener Tierarten und -klassen durchzufiihren. Beim 
aus Muskelsubstanz des Kabeljaus isolierten EKiweiB***) fesselte 
unser Interesse der Umstand, daf dieses eine starke Cystein- 
reaktion gibt. Die Hydrolyse des EiweiBes wurde teils mit 
rauchender Salzsiure, teils mit 25°/,iger Schwefelsaure, teils mittels 
Fermenten durchgefiihrt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt. 100g MuskeleiweiB des 
Kabeljaus ergaben in Gramm: 





Glykokoll. ...... vorhanden | Asparaginsiure ....... 0,6 
ae 5,7 Glutaminsiure. ... . cas 
ee eae ae 1,8 Phenylalanin ........ 1,1 
a a vorhanden | Tyrosin. .......... 2,0 
Cystin + Cystein. ... 0,6 ee ee ae 6,8 
Methionin. ...... 0,3 a ee 8,0 
SG 66k ee 3,7 ae RR ee Ue 4,8 
Norvalin .... +++ 0,4 in VRE Eee 2,8 
Norleucin. .....-. 0,4 J eee eee 0,9 
re eae 7,5 S65 a ke ee 2,1 
ee kk * A Oe 1,5 Zusammen: 58,5 





Zu den angefiihrten Ausbeuten an einzelnen Aminosiduren 
ist zu bemerken, da8B nicht die Rohausbeuten angefiihrt sind, 


*) Inhaber eines I. G.-Stipendiums. 
**) Inhaber eines Stipendiums der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
***) Es sei der Deutschen Eiweib-Gesellschaft, Hamburg, auch an dieser 


Stelle fiir die Uberlassung des Priiparates gedankt. 
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sondern diejenigen an analysenreinen Verbindungen. Die Angaben 
fir Prolin, Oxyprolin, Tyrosin, Cystin + Cystein, Methionin, 
Histidin, Arginin, Lysin und Tryptophan sind als annahernd quanti- 
tative zu betrachten. Bei allen anderen Aminosiuren, bei denen 
die Estermethode zur Isolierung Verwendung fand, bleiben die 
angefiihrten Werte erheblich unter dem wirklichen Gehalt des 
Proteins an ihnen. Hervorgehoben sei, daB in dem Muskeleiwei8 
des Kabeljaus sowohl Norvalin als Norleucin vorhanden sind. 
Von Interesse ist ferner, daB auch Methionin in erheblicher 
Menge in dem untersuchten Eiwei8 zugegen ist. Bemerkenswert 
ist der hohe Gehalt an Tryptophan. 


Wir fahndeten unter anderem auch auf «- Amino-f-oxybuttersiure 
und a-Amino-§-oxyvalerianséiure. Hierzu sei bemerkt, da8 im hiesigen 
Institut sowohl die synthetischen Versuche iiber Oxyaminosiuren als auch 
die Fahndung nach ihnen unter den Produkten der totalen Hydrolyse von 
EiweiB fortgesetzt werden. Das gleiche gilt auch von der $-Oxyglutamin- 
siure Die in der Literatur vorhandenen Mitteilungen tiber das Vorkommen 
der genannten drei Oxyaminosiuren reichen nicht aus, um ihr Vorkommen 
sicherzustellen. Im hiesigen Institut sind die erwihnten Oxyaminosiuren 
und insbesondere a-Amino-f-oxybuttersiure und o-Amino-f-oxyvaleriansiure 
(Oxyvalin und Oxynorvalin) durch Synthese gewonnen worden’). Die Eigen- 
schaften der so dargestellten Aminosiuren und diejenigen ihrer Derivate 
deckten sich keineswegs mit den in der l[.iteratur vorhandenen Angaben 
iiber die entsprechenden Befunde an aus EiweiB isolierten Verbindungen. 
Es bleibt die Méglichkeit, daB da, wo infolge der Anwesenheit von zwei 
asymmetrischen Kohlenstoffatomen vier optisch-aktive Formen mdglich sind, 
bei der Synthese derjenige Racemkérper gewonnen worden ist, der die in 
der Natur vorkommende Konfiguration nicht besitzt. Fiir eine solche Még- 
lichkeit kann angefiihrt werden, daB H.C. Carter’) festgestellt hat, daB 
die nach der gleichen Methode, die Emil Abderhalden und K. Heyns 
angewandt haben, gewonnene a-Amino--oxybuttersiure im Gegensatz 
zu der aus EiweiB gewonnenen’) das Wachstum nicht beschleunigt. Ein 
aus der synthetisch bereiteten a-Amino-§-oxybutterséure durch ,, Umlagerung“ 
gewonnenes, jedoch nicht niher definiertes Produkt zeigte die gleiche Eigen- 
schaft wie das entsprechende Eiweifspaltprodukt*). Nun hat jedoch im 
Gegensatz zu der Feststellung von Carter Sh. Mayeda bei Versuchen 
iiber die Ernihrung junger Ratten mit Spaltprodukten von Proteinen nach- 
gewiesen, daB Zusatz von synthetisch bereiteter «-Amino-f-oxy-n-buttersiure 
das Wachstum foérdert*). Es ergibt sich nun die Frage, ob Mayeda bei 
der von ihm durchgefihrten Synthese einen anderen Racemkérper erhalten 
hat als Abderhalden und Heyns. Die von Carter’) beschriebene 
Umlagerung der synthetisch gewonnenen «-Amino-f-oxybuttersiure bietet 


1) Ber. chem. Ges. 67, 530 (1934). 

*) J. of Biol. Chem. 112, 769 (1936). 

3) J. of Biol. Chem. 112, 283 (1935). 

4) Proc. imp. Acad. Tokyo 11, 258 (1935). 
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iibrigens nach der Art der Beschreibung der angewandten Methode keine 
Gewibr fiir einen wirklichen Erfolg. Carter hat kein krystallisiertes 
Produkt in Hianden gehabt. 

Der Befund von R. H. Mc Coy, C. E. Meyer und W. C. Rose) einer 
einheitlich krystallisierten Aminosiure aus Fibrin mit auf Amino-oxybutter- 
siure stimmenden Analysenwerten erhéht die Wahrscheinlichkeit des Vor- 
handenseins dieser Oxyaminosiure in EiweiB. Leider ist trotz des Besitzes 
von 4,5 g an reiner Verbindung (Ausbeute aus 12 kg Fibrin!) das Drehungs- 
vermégen nicht festgestellt worden, und doch ist gerade dessen Kenntnis 
von grundlegender Bedeutung fiir die Entscheidung der Frage, ob im syn- 
thetisch gewonnenen Produkt die entsprechende optisch-aktive Form zugegen 
ist bzw. fehlt. Wir sind im hiesigen Institut mit Versuchen beschiftigt, die 
eingangs erwéihnten Oxyaminosiuren in ihre optisch-aktiven Anteile zu 
trennen. Sie sind schon weit geférdert. Wir bitten, weil diese Forschungen 
hier begonnen worden sind, und ihre Durchfiihrung schwierig und zeit- 
raubend ist, sie einstweilen dem hiesigen Institut zu iiberlassen. 

Kurz erwiihnt sei, daB im hiesigen Institut aus verschiedenen Proteinen, 
darunter auch aus Muskeleiwei8 des Kabeljaus Aminosiuren isoliert worden 
sind, die auf Amino-oxybuttersiure, Amino-oxyvaleriansiure und ferner 
Aminobuttersiure stimmende Analysenwerte ergeben haben. Bei wieder- 
holter Umkrystallisation und insbesondere bei der Darstellung von Deri- 
vaten sind jedoch Befunde erhoben worden, die zeigen, daB das Ergebnis 
der Elementaranalyse tiuschen kann. Es wird iiber diese Forschungen be- 
richtet, sobald der Vergleich mit den zugehérigen synthetischen Produkten den 
endgiiltigen Beweis fiir das Vorliegen einheitlicher Verbindungen erméglicht. 


Was die bei der Isolierung der Spaltprodukte der vollstindigen 
Hydrolyse des MuskeleiweiBes angewandte Methodik anbetrifft, 
so sei hervorgehoben, daB wir das Serin auf einem neuen Wege 
festgestellt haben. Wir suchten es, wie iiblich, in jener Ester- 
fraktion, die Phenylalanin-, Asparaginsiure- und Glutaminsiure- 
Ester enthalt. Es gliickte jedoch nicht, es eindeutig nachzuweisen. 
In der genannten Fraktion waren in erheblicher Menge Diketo- 
piperazine vorhanden, und zwar handelte es sich um solche des 
Valins und Leucins. In Anlehnung an einen Versuch von 
S. Rapoport), Serin auf Grund seiner Reduzierbarkeit zu Alanin 
mit Jodwasserstoff zu bestimmen, haben wir die Aminosauren 
der erwihnten Esterfraktionen in entsprechender Weise mit Jod- 
wasserstoffsiure behandelt, dann die Veresterung wiederholt und 
die freien Ester bei vermindertem Druck destilliert. Es konnte 
Alanin isoliert und so das Vorhandensein von Serin im Muskel- 
eiweif des Kabeljaus festgestellt werden. Glykokoll vermochten 
wir nicht als solches zu isolieren. Wir stellten es mittels des 
Zimmermannschen Reagenses (o-Phthaldialdehyd) fest®), Hiner 





5) Biochem. Z. 281, 30 (1935). 
*) Emil Abderhalden u, A. Neumann, Diese Z. 288, 177 (1936). 
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besonderen Bemerkung bedarf noch die quantitative Bestimmung 
des Histidins") nach R. J. Block’) unter Hinweis auf die Be- 
obachtung von Emil Abderhalden und H. Siebel’). Es zeigte 
sich, daB die Ausbeuten an dieser Aminosiure viel zu niedrig 
ausfallen, wenn, wie vorgeschrieben, aufer dem Silber- und Queck- 
silbersalz noch zur Bestimmung des Histidingehaltes das Kupfer- 
salz hergestellt wird. Wir erhielten nach dieser Methode eine 
Ausbeute an Histidin von 2,6°/,. Bei Weglassung der Bildung 
des Kupfersalzes lieB sich die Ausbeute auf 4,8°/, erhdhen., 


Norleucin und Norvalin isolierten wir nach sorgsamer 
fraktionierter Krystallisation. Das Verfahren ist das folgende. 
Nach Verseifung der in Frage kommenden Esterfraktionen werden 
die wiBrigen Lésungen eingeengt und Krystallfraktionen von 
2—5 g (je nach dem Gesamtgehalt der Lésung an Aminosiduren) 
erzeugt. Es erfolgt Stickstoffbestimmung und Feststellung des 
spezifischen Drehungsvermégens in Wasser und in 20°/, iger Salz- 
siure. Man erhalt auf diese Weise einen wichtigen Kinblick in 
die Zugehérigkeit der einzelnen Krystallfraktionen zu bestimmten 
Aminosiuren. Beim Norleucin stellten wir, nachdem alle Eigen- 
schaften und die Analysenwerte in Ubereinstimmung mit den ent- 
sprechenden Befunden an der e-Amino-n-capronsiure standen, die 
Formylverbindung dar, deren Eigenschaften von denen des 
l-Leucins und 1-Isoleucins abweichen®), Beim l-Norvalin wandten 
wir, nachdem auch hier Drehungsvermégen usw. in voller 
Ubereinstimmung mit den entsprechenden Werten der a-Amino- 
n-valeriansiure standen, die von E. Abderhalden und A. Bahn 
und F. Reich!) angegebene Methode zur Identifizierung an, d. h. 
es wurde die isolierte Aminosiure in die zugehérige «-Bromfett- 
siure verwandelt und dann die Aminierungsgeschwindigkeit ver- 
folet. Es konnte so die Anwesenheit von Norvalin sicher gestellt 
werden. Auch konnte gezeigt werden, daB bei Vorhandensein 
eines Gemisches von Norvalin und Valin eine Feststellung des 
Mengenverhiltnisses beider Komponenten auf Grund der an- 
gesebenen Methode méglich ist. Endlich kénnen auf dem ge- 
nannten Wege die beiden erwihnten Aminosiuren getrennt werden. 
Beim Nachweis des Methionins hielten wir uns im wesentlichen 


7) Diese Z. 238, 169 (1936). 

8) J. of Biol. Chem. 106, 457 (1934). 

» T. Yaginuma, G.Araiu. K. Hayakawa, Proc. imp. Acad. Tokyo 
8, 91 (1932). 


10) Ber. chem. Ges. 63, 914 (1930); Diese Z. 193, 198 (1930). 
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an die Methode von F. M. Hill'’) (iiber Abweichungen vgl. den 
experimentellen Teil). 

Ein Blick auf die Zusammensetzung des MuskeleiweiBes des 
Kabeljaus zeigt, daB alle bekannten Aminosiuren vorhanden sind. 
Dieser Umstand la4Bt bei der guten Verdaulichkeit (gepriift wurden 
Pepsinsalzsiure bzw. Magensaft und Trypsin, hergestellt aus 
Pankreaspulver bzw. Pankreassaft) auf eine hohe biologische Wertig- 
keit des genannten HiweiBes schlieBen. Die direkte Priifung ergab, 
daB junge Ratten, die Salzgemisch 1851*) und im ibrigen eine 
nach A. Scheunert und M. Schieblich?’) zusammengesetzte 
Nahrung erhielten, worin als EiweiSnahrung ausschlieBlich Muskel- 
eiweiB des Kabeljaus enthalten war, ihr Kérpergewicht etwas 
rascher vermehrten, als wenn an Stelle des genannten Proteins 
Casein verabreicht wurde!4). Die verwendeten 22 ,,Fischeiweib- 
ratten“*) vermehrten in 59 Tagen ihr Anfangsgewicht im Durch- 
schnitt um 121°/,. In der gleichen Zeit betrug die Gewichts- 
zunahme bei 23 ,,Kaseinratten“ 105°/,. 


Experimenteller Teil. 


1. Gewinnung des Ausgangsmaterials. Die Muskeln des Kabeljaus 
wurden grob zerkleinert und dann in Wasser suspendiert. Hierauf wurde 
das EiweiB in bekannter Weise in schwach essigsaurer Lésung (etwa 0,2 °/,) 
durch Erwirmen koaguliert. Die EiweiBmasse wurde abzentrifugiert und 
durch Abpressen die Hauptmenge an Wasser entfernt. In diesem Zustand 
wurde dann mit Alkohol extrahiert. Es wurde so ein absolut geruchloses, 
schneeweiBes, feines Pulver erhalten. 

2. Elementare Zusammensetzung. 51,14°/, C, 7,44°/, H, 13,56°/, N, 
0,13°/, S, ferner 0,034°/, Jod, 2,5°/, P und 0,13°/, Ca. 

38. Gewinnung der Monoaminosduren. a) Anwendung der Ester- 
methode (Emil Fischer), Ausgegangen wurde von 1 kg des Eiweib- 
priparates. Die Hydrolyse erfolgte durch 6 stiindiges Kochen mit 3 Liter 


rauchender Salzsiure. 
Esterfraktionen: 





Druck: mm;Hg Badtemperatur | Ausbeute an Ester 


























rer 12 bis 60° 90g 
ee lite SG 12 100° 215 g 
Os eur 12 » 120° 150 g 
. ee 2 » 180° 145 g 





1!) Biochemic. J. 28, 1008 (19384). 

%) E.V. McCollum u. V. Simmonds, J. of Biol. Chem. 33, 55 (1918). 

18) Handb. d. Lebensmittelchemie 12, 1520 (1935). 

4) Vgl. die Belege in Heft 17 der Nova acta Leopoldina, N.F. 3, 612 (1936). 

*) Anfangsgewicht der einzelnen Gruppen aus gleichen Wiirfen 
zwischen 49 und 91 g. 
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Die Aufarbeitung war die tibliche. Verseifung der Fraktionen I—III 
durch Kochen mit Wasser. AnschlieBend Fraktionierung der Aminosiure- 
jésungen. Aus Fraktion IV wurde der Phenylalaninester abgetrennt und 
der Rest der Ester mit Baryt verseift. Die folgende Ubersicht gibt einen 
Einblick in das ausgefiihrte Verfahren zur Abtrennung und Identifizierung 
einzelner Aminosiuren der ersten drei Esterfraktionen. Aufgearbeitet wurde 
jeweilen von jeder davon ein aliquoter Teil, um, falls sich Besonderheiten 
zeigten, Reservematerial zur Verfiigung zu haben. 























— Ausbeute ‘ ; [a}3 0° 
Krystallisation g [oN 20°), HCl | H,0 
Ill. a 21 10,5 + 13,9 — 10,0 
b 18 10,6 + 17,2 — 10 
¢ 17 10,8 + 21,4 + 3,1 
d 17 10,8 + 19,8 + 5,7 
e 11 11,1 + 25,4 + 0,9 
f 8 11,9 + 21,9 + 8,9 
g 11 13,3 + 14,3 + 4,0 
Il. a 13 11,1 + 20,9 — 40 
b 10 12,1 + 16,4 + 1,9 
c 17 12,0 + 221 + 1,0 
d 11 14,3 + 16,6 + 7,8 
e 9 15,2 + 15,7 + 2,1 
I. a 10 14,9 + 15,9 + 3,3 
b 19 15,9 + 8,2 + 1,4 








Aus der letzten Mutterlauge der angefiihrten Krystallfraktionen wurde 
in bekannter Weise Prolin isoliert. Die Leucin enthaltenden Fraktionen 
wurden wieder in Lésung gebracht und durch erneute Krystallisation unter- 
geteilt. Nach 5 maligem Umkrystallisieren wurde eine Krystallfraktion er- 
halten, die genau den Analysenwert des Norleucins ergab und auch die 
entsprechende Drehung aufwies. 


0,1020 g Subst.: 7,85 cem n/10 H,SQ,. 
Ber. N 10,7 Gef. N 10,7. 


0,1780 g Subst.*): [a] + 0,35° in 20°/, HCl. — 0,110 g Subst.*): [a] + 0,05° 
in Wasser. 

Gef. [a]?,° in 20°/, HCl = + 19,8° (das synthetisch dargestellte 1-Nor- 
leucin zeigt 21°. [«]2,° = + 4,5° in wiaBriger Lésung (synthetisches 
Produkt + 5,2°). 

Wir stellten die Formylverbindung dar und identifizierten sie 
mit dem entsprechenden, aus synthetischem Norleucin gewonnenen Derivat 
(Mischschmelzpunkt). 


0,100 g Subst.: 6,3 cem n/10 H,SO,. 
Ber. N 8,8 Gef. N 8,8. 
Schmelzp. 116° (Literaturangabe 114—116°)'). 


*) Gelést in 10 ccm Filiissigkeit, 1 dm-Rohr. 
4) Emil Abderhalden u. K. Heyns, Diese Z. 214. 262 (1933). 
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Diejenigen Krystallfraktionen, die Analysenwerte ergaben, die auf 
Aminovaleriansiure stimmten, wurden auch vereinigt in Wasser aufgenommen. 
Es wurde solange umkrystallisiert, bis einerseits mit Valin tibereinstimmende 
Produkte erhalten waren und andererseits solche, die in ihrem Drehungs- 
vermégen usw. sich vollkommen mit Norvalin als identisch erwiesen. 


0,1490 g Subst.*); [a] in Wasser + 0,10°, — 0,214 g Subst.*): [«]+ 0,47° 
in 20°/, HCl. 

Gef.: [o]>,° = +6,7° in Wasser, + 21,9° in 20°/, HCl (synthetisch 
dargestelltes 1-Norvalin zeigt [a]?,¢ = + 23,0° in 20°/, HCl). 


Zur weiteren Identifizierung wurde das Norvalin in bekannter Weise 
in «-Brom-n-valeriansiure umgewandelt und dann nach deren Auflésung 
in Ammoniak die Aminierungsgeschwindigkeit verfolgt. 

Prolin und Oxyprolin wurden noch nach dem Verfahren von 
J. Kapfhammer und R. Eck") bestimmt. 200 g EiweiB wurden mit 600 cem 
rauchender Salzsiure hydrolysiert. Der Uberschu8 an Salzsiure wurde 
durch Eindampfen unter vermindertem Druck entfernt und hierauf mit 
Natronlauge neutralisiert. Dabei fiel eine dunkel gefirbte Masse (Tyrosin 
enthaltend) aus. Hierauf wurde mit Reineckesalz gefillt, das Reineckat mit 
Kupfersulfat und Schwefeldioxyd zerlegt. Nach weiterer Behandlung mit 
Silbersulfat, Schwefelwasserstoff und Baryt wurde die Prolin und Oxyprolin 
enthaltende Lésung zur Trockene verdampft und der Riickstand mit Alkohol 
behandelt. Dabei ging Prolin in Lisung, wihrend Oxyprolin zuriickblieb. 
Beide wurden als Pikrat identifiziert. 

Zur méglichst quantitativen Bestimmung der Glutaminsiure hydro- 
lysierten wir 200g EiweiB mit 2 Liter 25°/,iger Schwefelsiure (Dauer der 
Hydrolyse 25 Stunden). Nach Entfernung der Schwefelsiure gewannen 
wir zunichst das Tyrosin. Hierauf wurde unter vermindertem Druck zur 
Trockene verdampft und der Riickstand in 300 cem konzentrierter Salzsiure 
aufgenommen. Es wurde dann noch Salzsiuregas bis zur Sittigung ein- 
geleitet. Das nach einigem Stehen in der Kiilte abgeschiedene Glutamin- 
siurechlorhydrat wurde aus konzentrierter Salzsiure umkrystallisiert. 


Quantitative Bestimmung des Cystins. 5g KiweiS wurden zur 
quantitativen colorimetrischen Bestimmung des Cystins'’) mit 40 g 40°/,iger 
Schwefelsiiure 24 Stunden lang hydrolysiert. Das Filtrat wurde dann mit 


Wasser auf 120 ccm aufgefiillt. 25 cem davon (= “> => ¢ urspriingliche 


EiweiBmenge} wurden nach Vorschrift iiber das Cuprosalz gereinigt und 


entsprechend weiter behandelt. 5 cem der nunmehr auf 20 ccm aufgefiillten 
Lésung wurden nach J. W. H. Lugg'’) und nach J. H. Bushill, L. H. Lam- 
pitt und L. C. Baker”) mittels 6-naphthochinonsulfosauren Natriums colori- 
metrisch bestimmt (Lichtfilter Nr. 53). Zum Vergleich wurden 5 ccm einer 
Lésung von 6,3 mg Cystin in 25 cem Wasser verwendet. Der Extinktions- 





*) Gelést in 10 cem Fiiissigkeit, 1 dm-Rohr. 
0 Diese Z. 170, 300 (1927). 
) 8. D. Ressouw u. Wilken-Jorden, Biochemie. J. 29, 219 (1935). 
18) Biochemie. J. 27, (1) 668 (1933). : 
1) Biochemic. J. 28, (2) 1298 (1934). 











35). 
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modul betrug 0,485 gegenitiber 0,41 bei der bekannten Vergleichslésung. 


Somit war das Verhiiltnis der Cystinmengen 0,485 zu 0,41 bei “8 be- 


kannter Cystinmenge und 5 ccm angewandter Fiiissigkeit von 20 ccm und bei 
25 x 5 





g hydrolysierter Eiwei8menge. 





120 
Berechnung: 
20 6,3 0,485 120 . 
— — 1 = 5 0 - 
5 XS x 0,41 x BX 25 x 1000 x 100 = 0,57°/, Cystin 


Gewinnung des Methionins. 1 kg Eiwei8 wurde mit konzentrierter 
Salzsiure hydrolysiert und die itiberschiissige Salzsiure unter vermindertem 
Druck weitgehend abgedampft. Den Riickstand nahmen wir in 4 Liter 
heiBem Wasser auf. Durch Versetzen mit Natronlauge wurde die Lésung 
auf py 2,4 gebracht und nach Hinzufiigen von 40 g Tierkohle '/, Stunde 
lang gekocht. Aus der braunen Lésung schied sich jedoch entgegen der 
Angabe von Hill (a. a. O.) kein Tyrosin aus. Die Lésung wurde nunmehr 
mittels Natronlauge auf py, 6,0 gebracht und unter vermindertem Druck 
bis zur Krystallbildung eingedampft. Es fiel ein schleimiger Niederschlag 
aus, der sich nicht filtrieren lieB. Wir erhitzten nunmehr die ganze Masse 
mit 40 g Tierkohle zum Sieden. Nunmehr schieden sich Krystalle aus. 
Sie bestanden aus Tyrosin, Leucin, Methionin und Kochsalz. (Krystalli- 
sation I.) Das Filtrat wurde weiter eingedampft, bis wiederum Krystall- 
bildung eintrat (Krystallisation I[: Leucin, Methionin, Kochsalz). Beide 
Krystallisationen wurden in Lésung gebracht und diese dann fraktioniert 
eingeengt. Wir erhielten 20 g Tyrosin und eine aus Leucin und Methionin 
bestehende, 210 g wiegende Krystallmasse. Die letztere wurde in 4 Liter 
Wasser aufgenommen und die Lésung mit einer gesittigten Quecksilber- 
acetatléisung in 3°/,iger Essigsiure versetzt bis kein Niederschlag mehr 
ausfiel. Nach 24 Stunden wurde das Quecksilbersalz abgesaugt, der Filter- 
riickstand in Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das 
Filtrat wurde unter vermindertem Druck eingedampft, der Riickstand in 
200 eem Alkohol gelést, mit Pyridin auf pg 6,0 gebracht, worauf sich Methionin 
in Krystallen abschied. Zur weiteren Reinigung wurde das Rohprodukt 
4,59 g in 450 ccm kochendem Wasser gelést und mit einer kochenden Lésung 
von 40 g Mercurichlorid in 80 ccm Wasser versetzt. Der entstandene Queck- 
silberniederschlag wurde nach Suspendieren in Wasser mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt. Die wiBrige Lésung wurde im Vakuum eingedampft und 
unter Zusatz von Pyridin aus 75°/,igem Alkohol umkrystallisiert. Aus- 
beute 3,0 g. Schmelzp. 275° (Literaturangabe 275— 277°). 

4,517 mg Subst.: 6,670 mg CO,, 2,940 mg H,O. — 13,110 mg Subst.: 
20,300 mg BaSO,. — 0,104 g Subst.: 6,75 cem n/10-H,SO,. 

Ber. C 40,25 H17,43 N 9,88 8 21,50 
Gef. ,, 40.28 4, 7,28 ,, 91 yy 21,27. 

{a}? ,° = — 11,0° in Wasser*) (Literaturangabe — 7,3°)*°); in 20°/, HCl**) 
+ 20,0°. Wir stellten noch die -Naphthyl-isocyanatverbindung dar. 

0,080 g Subst.: 4,9 cem n/10-H,SO,. 

Ber. N 8,83 Gef. N 8,6. 
20) B. H. Miiller, J. of Biol. Chem. 56, 157 (1929). 
*) 0,211 g Subst. in 10 cem Wasser; 1 dm-Rohr; o = — 0,24°. 
**) 0,199 g Subst. in 10 cem 20°/,iger HCl; 1 dm-Rohr; «= +0,40°. 











160 E. Abderhalden, E. Baertich und W. Ziesecke, 


[@]9,¢ = + 21,2° in alkoholischer Lésung*). Schmelzp. 193°. (Literatur- 
angabe 186 °.) 


Nachweis von Serin. Jene Esterfraktion, die erfahrungsgemaB die 
Ester des Phenylalanins der Asparagin- und Glutaminsdiure und des Serins 
enthalt, wurde in bekannter Weise vom Phenylalaninester befreit. Der 
itibrige Teil der Ester wurde mit Baryt verseift. Nach Entfernung des 
Bariums wurde der bei der Verdampfung des Filtrats des Bariumsulfats 
verbleibende Riickstand mit 5 g Jodwasserstoffsiure (d = 1,96) und 0,2 ¢ 
rotem Phosphor 5 Stunden lang im Bombenrohr auf 120° erhitzt. Die farb- 
lose Lésung wurde mit Wasser auf 300 ccm verdiinnt, HJ durch Kochen 
mit Bleioxyd entfernt und das Filtrat nach Einleiten von H,S und Ab- 
filtrieren des Bleisulfids zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde 
verestert. Die Ester wurden dann in Freiheit gesetzt und der fraktionierten 
Destillation unterworfen. Uns interessierte insbesondere der bei etwa 
12 mm Hg bis 100° Badtemperatur iibergehende Anteil. Dieser wurde durch 
Kochen mit Wasser verseift. Beim Verdampfen der Lésung verblieb ein 
Riickstand, der nach mehrfachem Umkrystallisieren die Kigenschaften des 
Alanins aufwies. 


0,0607 g Subst.: 6,69 cem n/10-H,SO,. 

Ber. N 15,73 Gef. N 15,44. 

[a]? ,° in wiBriger Losung = + 2,9°, in 20°/, HCl + 14,51°. Ausbeute 
1,8 g Alanin. 

Nachweis von Lysin, Arginin und Histidin. 250 g EiweiB wurden 
mit einer Lésung von 800 cem konz. Schwefelsdure in 2800 cem Wasser in 
bekannter Weise aufgespalten. Nach erfolgter Filtration wurde das Filtrat 
durch Zusatz von Baryt (zum Teil in fester, feinpulverisierter Form) auf 
Pu 3,6 gebracht. Die Bariumsulfatniederschlige wurden mit ganz ver- 
diinnter Schwefelsiure ausgekocht und die vereinigten Filtrate aut 500 ccm 
eingedampft. Hierauf wurde das Histidin bei py 7 (Bromthymolblau) als 
Silbersalz abgeschieden. Das Histidinsilber wurde abfiltriert, in Wasser 
aufgeschwemmt und nach Ansiuern mit Salzsiiure (pq 5) mit H,S be- 
handelt. Auf Grund der im hiesigen Institut gemachten Erfahrungen ’) 
wurde der Silbersulfidniederschlag 3mal mit beiBem Wasser ausgelaugt. 
Die vereinigten Filtrate wurden dann auf 50 ccm eingedampft. Nunmebhr 
erfolgte Zusatz gesittigter Quecksilbersulfatlésung in 5"/,iger Schwefelsiure. 
Zur quantitativen Abscheidung des Histidinquecksilbers ist 24stiindiges 
Stehenlassen erforderlich. Aus der erhaltenen Fallung wurde das Histidin 
mittels Schwefelwasserstoffs in Freiheit gesetzt. Auch hier wurde das HgS 
wiederholt ausgekocht. Wir haben zunichst nach der Vorschrift von 
Block®) das Kupfersalz und anschlieBend das Monoflavianat dargestellt. 
In Ubereinstimmung mit dem in Zitat 7 mitgeteilten Befunde machten 
wir auch hier die Becbachtung, daf trotz griindlichem Auswaschen und 
Auskochen groBe Verluste entstehen. Wir versuchten deshalb, das 
Histidin direkt anschlieBend an das Quecksilbersalz zu gewinnen. Aus dem 
Filtrat vom HgS wurde die Schwefelsiure mit Baryt entfernt. Zu dem 
Filtrat von BaSO, gaben wir konz. Salzsiiure und ferner Alkohol. Die 
entstehende Krystallisation wurde abgesaugt und wiederholt aus 5 n-Salz- 





*) 0,052 g Subst. in 10 cem Alkohol; 1 dm-Rohr; a = + 0,11° 
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siure umkrystallisiert. Wir erhielten so Histidin-monohydrochlorid. Die 
Mutterlauge widerstand der Krystallisation. Wir nahmen sie in Wasser 
auf und fiallten mit einer gesittigten alkoholischen Quecksilberchloridlésung 
in schwach alkalischer Lésung. Wieder wurde das bei der Zersetzung des 
Histidinquecksilbers gebildete HgS 4mal griindlich ausgekocht. Die Filtrate 
versetzten wir mit Salzsiure und engten ein. Es gelang nunmehr, das vor- 
handene Histidin als Monohydrochlorid abzuscheiden *). 

Aus der Mutterlauge des oben erwihnten Silbersalzes des Histidins 
wurde das Arginin bei py 13 nach der Vorschrift von Block als Silber- 
salz abgeschieden. Isoliert wurde es schlieBlich als Arginin-diflavi- 
anat. Ausbeute 40 g = 17,3 g reines Arginin. Schmelzpunkt des Diflavi- 
anats 260—265° (Lit. 258—260/) *4). 

Lysin wurde mit Phosphorwolframsiure gefillt und schlieBlich als 
Pikrat isoliert. Ausbeute 50 g Pikrat = 21 g Lysin. Schmelzp. 225° unter 
Zersetzung. 

Isolierung von Tryptophan. Verwendet wurde die bekannte Me- 
thode von F.G. Hopkins. Die Fillung mit 10°/, HgSO, in 5°/, Schwefel- 
siiure erfolgte in Fraktionen. 


Anhang 


Zum Nachweis von Glycin kann in besonderen Fiillen die folgende 
Beobachtung von Wert sein. Gibt man zu einer Glykokollésung Brenz- 
katechinlésung, dann tritt nach einiger Zeit eine prachtvolle bliulich- 
violette Firbung auf. Keine andere Aminosiure zeigt eine gleiche Farb- 
nuance. Alle EiweiBbausteine mit Ausnahme von Cystein und Asparagin 
(Glutamin ist nicht gepriift) geben nach mehr oder weniger langer Zeit 
schéne Rosafirbungen, die dann mehr und mehr in Braunrot und Braun 





*) Vor kurzem hat F. Lieb*’) mitgeteilt, da8 unter anderem Histidin 
bei lingerem Kochen mit Tierkohle eine Zersetzung erfahre. Wir haben, 
um festzustellen, ob das in iiblicher Weise vorgenommene Kochen mit 
Tierkohle zu Verlusten fiihren kann, 3,5 g Histidin mit 0,4 g Carbo med. 
Merck in 50 ccm Wasser erhitzt, und zwar erheblich linger als itblich, 
nimlich 5 Stunden. Es wurde dann filtriert, die Tierkohle 2mal heiB aus- 
gewaschen und das Filtrat zur Trockne verdampft. Den Riickstand nahmen 
wir in 5 n-Salzsiure auf und isolierten das Histidin als Hydrochlorid. 
Ausbeute an Histidin 8,4 g. Die Analyse bestiitigte, daB reines Histidin 
vorlag. Weiterhin kochten wir Histidin unter den gleichen Bedingungen 
mit Tierkohle in einer Kjeldahlapparatur, um eventuell gebildetes Ammoniak 
in n/10-Schwefelsiiure auffangen zu kénnen. Im Kontrollversuch kochten 
wir Wasser mit Tierkohle allein. Bei Verwendung von 0,5 g Histidin, 
0,5 g Tierkohle und 50 cem Wasser wurden 0,18 ccm n/10-Schwefelsiure ver- 
braucht. Im Blindversuch 0,11 cem. Aus diesen Befunden geht hervor, 
daB die Ausbeute an Histidin durch Kochen mit Tierkohle innerhalb der 
iiblichen Zeit nicht beeintrichtigt wird. Entsprechende Versuche haben wir 
auch mit Harnsiure und mit Urazil durchgefiihrt. Auch hierbei kam es 
nicht zu praktisch in Frage kommenden Verlusten. 


21) A, Kossel u. Gross, Diese Z. 135, 176 (1924). 
22) Biochem. Z. 280, 88 (1935). 
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iibergehen. Asparagin-, Glutamin- und §-Oxyglutaminsiiure geben nach Neu- 
tralisation (mit NH,) bzw. eben schwach alkalischer Reaktion Rotfirbung. Die 
letztere gibt diese noch in groBer Verdiinnung sofort. Eine Sonderstellung 
nehmen noch Histidin, Prolin, Oxyprolinunda-Amino-(@-oxybutter- 
siure ein (andere Oxyaminosiuren mit Ausnahme von Serin sind nicht ge- 
priift worden). Histidin gibt sehr bald nach dem Hinzufiigen von Brenzkate- 
chinlésung von der Oberfliche her eine prachtvolle rétlich-violette Farbung, 
die sich mehr und mehr vertieft. Prolin und Oxyprolin ergeben eine andere 
Farbnuance: violettrot, hierauf mehr violett, schlieBlich findet Ubergang zu 
Dunkelblauviolett statt. Peinlich genau muB die Anwesenheit von Eisen 
vermieden werden. Spuren davon geniigen, um Blau- baw. Griinfiirbungen 
zu verursachen. Angewendet wurde eine 10°/,ige Brenzkatechinlésung, 
Zu 5cem davon wurden 0,05—0,1 g der Aminosiiuren gegeben. Die Farb- 
reaktionen treten auch noch mit geringeren 1 Mengen davon auf, jedoch ver- 
zogert sich ihr Eintritt mit der Verdiinnung. Das gleiche gilt, wenn die 
Brenzkatechinliésung verdiinnter angewandt wird. Bei Verwendung von 
0,1 g Glycin und 5 cem 10°, ige Brenzkatechinlésung vergingen 2—3 Tage, 
bis die charakteristische Firbung deutlich hervortrat. Sehr rasch erhélt man 
diese, wenn man das Gemisch durch Zugabe von 1-2 Tropfen Ammoniak oder 
Sodalésung alkalisch macht. Man kann in diesen Fillen mit der Konzentration 
der Brenzkatechinlésung und auch der Aminosiiure stark herabgehen. Uber- 
wiegt in Gemischen von Glycin mit anderen Aminosiuren dieses, dann laBt 
es sich an der zuerst auftretenden bliiulich-violetten Firbung erkennen. Mit 
der Zeit erfolgt jedoch Rosafirbung. Die fiir Glycin charakteristische Farbung 
bleibt wochenlang bestehen. Man erhilt auch schéne Farbungen mit 
Aminosiuren bei Anwendung von Chinon und Hydrochinon, jedoch 
sind die entstehenden Farbténe nicht so charakteristisch wie beim Brenz- 
-katechin. Beim Hydrochinon tritt nach Histidinzusatz sofort eine rétliche 
‘Verfirbung auf. Beim Prolin und Oxyprolin herrscht die violette Fairbung 
vor. Im iibrigen erhilt man in der Hauptsache rétliche Farbténe. Beim 
Zusammenbringen von Chinon mit Aminosiuren tritt sofort prachtvolle 
Dunkelrotfirbung ein. Auch mit m-, p- und o-Kresol treten Verfirbungen auf 
(in der Regel rosarot), jedoch ohne die Méglichkeit einer Charakterisierung 
bestimmter Aminosiuren. Bemerkt sei noch, da8 Glycin enthaltende Poly- 
peptide, gleichgiiltig, in welcher Stellung es sich in diesen befindet, keine 
fiir sie charakteristische Fiirbungen geben. Abderhalden. 

















Uber die Citricodehydrase der Leber”). 
VI. Mitteilung iiber Leberfermente. 


Von 


Ludwig Reichel und Albert Neeff. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mirz 1936.) 


In der Leber haben die Citricodehydrase F. Battelli und 
L. Stern?) aufgefunden. Ihre Versuche haben sie mit wiBSrigem 
Leberextrakt durchgefiihrt, da ihnen die Darstellung eines wirk- 
samen Trockenpriiparates nicht gelungen ist. Erst F. Bern- 
heim?) hat aus Schweine- und Schafleber mit Aceton ein 
schwach wirkendes Trockenpriparat erhalten, das seine Wirk- 
samkeit mehrere Wochen behilt. Mit diesem Priparat hat 
Bernheim nur einige Versuche angestellt. 

Da die Citricodehydrase im Kohlenhydrat-, EiweiB- und 
Fettstoffwechsel sicher eine gréBere Rolle spielt, als man bisher 
angenommen hat, haben wir die Bearbeitung dieses Ferments 
aufgenommen, um die genaueren Wirkungsbedingungen zu er- 
mitteln, sowie den Chemismus des fermentativen Citratabbaus zu 
kliren. Fiir diese Studien der Fermentwirkung war es notwendig, 
aktive, spezifische Trockenpriparate herzustellen. Dies gelang 
uns durch Behandlung von Menschen-, Kalbs-, Schweine-, Pferde- 
leberbrei mit Aceton, durch fraktionierte Fillung mit Aceton 
und mit einem Gemisch aus Aceton, Ather, Petrolither (3:1: 1). 


Darstellung der Citricodehydrase 


Produkt A. 250g Pferdeleber wurden 3mal durch eine feinléche- 
rige Fleischmaschine getrieben. Der Leberbrei wurde mit dem 2—3fachen 
Volumen Aceton versetzt und unter 6fterem Umriihren 30 Minuten stehen 
gelassen. Nach dieser Zeit wurde das Aceton abgegossen und der Riick- 
stand noch 2mal auf dieselbe Weise behandelt. Nun wurde abgenutscht 





*) Vorgetragen auf der Versammlung der Siidwestdeutschen Chemic- 
dozenten in Basel am 7. Dezember 1935. Referat in Z. angew. Chem. 49, 28 
(1936); Naturw. 23, 391 (1935). 
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und das Produkt im Vakuum iiber Calciumchlorid getrocknet. Zur Ent- 
fernung der Gewebefasern wurde das trockene Priparat gesiebt (feines 
Haarsieb). Die auf diese Art gewonnene Acetonleber stellt ein braunes 
Pulver dar. Ausbeute 20 g. 

Produkt B. 1kg frische Pferdeleber wurde durch eine feinlécherige 
Fleischmaschine getrieben und der Brei mit der 10fachen Gewichtsmenge 
destilliertem Wasser 2 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Dann 
wurde durch ein engmaschiges Leinwandtuch koliert und das triibe Kolat 
mit dem 2—8fachen Volumen Aceton versetzt. Der entstandene Nieder- 
schlag wurde nach einstiindigem Stehen zentrifugiert, der unlésliche Anteil 
nochmals mit der 10fachen Gewichtsmenge destilliertem Wasser geschiittelt 
und dann wieder zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde mit dem 3fachen 
Volumen Aceton versetzt und der Niederschlag nach 1 Stunde wiederum 
zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde vom Riickstand abgegossen, letzterer 
zweimal mit wenig Aceton aufgeriihrt und zentrifugiert. Der Riickstand 
wurde schlieBlich im Vakuum iiber Calciumchiorid getrocknet. Ausbeute 4,7 g. 

Produkt C. 1 Pfund Leberbrei wurde mit dem dreifachen Volumen 
eines Gemisches aus Aceton, Ather und Petroliither (3:1: 1) versetzt, durch 
ein Tuch koliert und der Riickstand mit der 10fachen Menge destilliertem 
Wasser 2 Stunden geschiittelt und koliert. Das Kolat wurde mit dem 
3fachen Volumen Aceton versetzt. Nach 30 Minuten wurde der Nieder- 
schlag abzentrifugiert. Der unlésliche Anteil wurde 2mal in Aceton sus- 
pendiert, abzentrifugiert und im Vakuum iiber Calciumchlorid getrocknet. 
Braunes Pulver. Ausbeute 2,4 g. 

Produkt D wie A, nur Schweineleber, 
E45. 3» 55 Kalbsieber, 
‘1. F,, . 5,  Menschenleber. 

Die nach diesen Methoden gewonnenen Priparate stellen braune 
Pulver dar, die ihre Aktivitaét bei Aufbewahren im Vakuum iber Calcium- 
chlorid 6—8 Wochen beibehielten. 


”? 


Bestimmung der Wirksamkeit der Citricodehydrase 


Battelli und Stern?!) haben die Wirkung der Citrico- 
dehydrase in den Geweben durch Messung des aufgenommenen 
Sauerstoffs und der entwickelten Kohlensiure bestimmt. Dabei 
wurde die Annahme gemacht, daB die Citronensiure zu Kohlen- 
siure und Wasser verbrannt wurde. 

1 g Citronensiure braucht zu seiner vollstandigen Verbren- 
nung zu Kohlenséure und Wasserstoff 524 ccm Sauerstoff. 

Bernheim’) hat zur Prifung der Fermentlésungen aus 
Acetonleber die Thunbergsche Methylenblaumethode*) heran- 
gezogen. Er geht dabei von der Voraussetzung aus, daB 1 Mol. 
Citronensdiure unter Abgabe von 2 Atomen Wasserstoff mit 1 Mol. 
Methylenblau unter Bildung von Leukomethylenblau reagiert. 
Seine Versuche zeigten, daf Zusiitze von Citrat und Methylen- 
blau zur Fermentlésung die Entfairbungszeiten verkiirzten. 
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Wir haben fiir die quantitative Bestimmung der Citronen- 
siure eine neue Methode durchgearbeitet. Die durch das Fer- 
ment nicht umgesetzte Citronensiuremenge haben wir nach Ent- 
fernung des in den Fermentansitzen vorhandenen EKiweiBes mit 
p-Toluolsulfosiure als Calciumcitrat bestimmt. Die Differenz aus 
gugesetzter und riickbestimmter Citronensiuremenge ergab die 
Aktivitaét der Citricodehydrase. 


1. Substrat. Als Substrat wurde Natriumcitrat neutral (Merck) an- 
gewandt. Wasserbestimmung des Citrats: Eine eingewogene Menge Na- 
triumeitrat wurde 1'/, Stunden bei 200° erhitzt und durch Gewichtsverlust 
der Wassergehalt ermittelt. 

Gef.: 5,23, 5,24 Mole Wasser. Die Analysen wurden auf 5,2 aq be- 
rechnet. 

2. Quantitative Bestimmung der Citronensiure. a) In eiweib- 
freier Lésung: Die mit Ammoniak neutralisierte citronensdurehaltige 
Lisung (Methylrot) wurde mit einem UberschuB an Calciumchloridlésung 
(20 g CaCl,/250 cem Wasser) versetzt und auf dem Wasserbad oder einer 
elektrischen Heizplatte auf ein Volumen von 8—10 cem eingedampft*). 
Das allmihlich krystallin ausfallende Calciumcitrat wurde heiB und rasch 
filtriert, mit héchstens 10 ccm heiBem Wasser und dann mit 60°/,igem 
Alkohol nachgewaschen. Der getrocknete Niederschlag (Trockenschrank) 
wurde verascht und darauf in iiberschiissiger n 10-Salzsiiure gelést. Zur 
Entfernung der Kohlensiiure wurde bis zum Sieden erhitzt. Die kalte 
Lisung wurde dann mit n/10-Natronlauge zuriicktitriert. 











Testanalysen. 
Verbr. eem Citrat in mg **) ‘i 
ik aia teclac dips dnasetrasseownespsbesisie 
n/10-HCl angew. | gef. : 
25,70 226,8 | 221 2,6 
11,57 103,0 | 99,5 3,5 
14,45 128,0 | 124,3 3,0 








b) In eiweiBhaltiger Lésung: — 1. Methode. Die Bestimmung 
der Citronensiure als Calciumcitrat war in den eiweiBreichen Lésungen 
nicht anwendbar, da Eiwei8 mitgefallt wurde. Um die Bestimmung durch- 
zufiihren, war es notwendig, das EiweiB zu entfernen. Die Entfernung 
wurde zunichst mit den iiblichen EiweiBfillungsmitteln, Essigsiure, Tri- 
chleressigsiure und Sulfosalicylsiure versucht. Verschiedene Versuche 
zeigten, daB diese Siuren nicht herangezogen werden konnten, da sie teils 
EiweiB unvollstindig fillten, teils den Gang der Analyse stérten. 

Als neues Eiweiffillungsmittel hat sich dagegen die p-To- 
luolsulfosiure sehr gut bewdhrt. Die Entfernung von EiweiB wurde 
auf folgende Weise durchgefiihrt: 


*) Zu beachten ist stets, daB die Lésung neutral bleibt, eventuell Zu- 
gabe einiger Tropfen Ammoniak. 
**) Berechnung auf krystallwasserfreies Citrat. 


12* 
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Unmittelbar nach dem Versuch wurde die eiweiBhaltige Liésung mit 
2,0 g p-Toluolsulfosiure versetzt und auf dem Wasserbad auf ungefiihr 
30 ccm eingedampft. Nachdem 200 cem Aceton hinzugefiigt waren, wurde 
unter RiickfluB 30 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt, wobei vollstindice 
Denaturierung des KiweiBes bewirkt wurde. Das Aceton léste auBerdem 
die am EiweiB adsorbierte Citronensiure*) vollstindig heraus. 

Nach dem Abkiihlen wurde durch eine Glasfritte (8 G/4 Schott, Jena) 
filtriert und der Niederschlag mit Aceton nachgewaschen. Die Lésung 
wurde auf einer elektrischen Heizplatte auf 40 cem eingedampft und sodann 
filtriert. Dann wurde bei neutraler Reaktion die Bestimmung der Citronen- 
siiure nach der unter a) beschriebenen Methode durchgefiihrt. 


Testversuche. 





Aceton- | Verbr. 


























leber in g Citrat in mg “ 
ahead. ecm ma “4, Bemerkungen 

viert |20/10-HCl|angew.| gef. 

0,3 27,90 257,6 | 240,0 | 6,8 | Ohne Pufferlésung 

0,3 11,38 | 1032!) 978 | 52] ,, “ 

2,0 11,40 103,2 | 98,1 | 5,0 | py 7,6 Veronal-Na—HCl-Puffer 

2.0 13,35 | 1184 | 1150 | 30] p84 ,, " 

2,0 13,95 118,4 | 120,0 | 1,7 | py 5,7 Na-Acetat—Essigs.- Puffer 

4,0 13,25 | 117,4 | 114,0 | 3,0 | py 10,4 NH,CI-NH,-Paffer 


2.Methode. Als Eiweiffillungsmittel wurde von Schenck‘) 
Sublimat empfohlen. Einige Versuche wurden mit Sublimat auf folgende 
Weise durchgefihrt: 

Der eiweiB- und citronensiurehaltigen Lésung wurde so lange tropfen- 
weise Sublimat zugesetzt, bis sich kein Niederschlag mehr abschied. Dann 
wurde filtriert, mit Sublimatlésung nachgewaschen und in der Liésung das 
Quecksilber mit Schwefelwasserstoff gefillt. Die filtrierte Lésung wurde 
eingedampft und die Citronensiiure, wie beschrieben [S. 165, 2. a)], bestimmt. 

Die Citronensiure wurde in der vorliegenden Arbeit nach der 1. Me- 
thode bestimmt, da sie bessere Resultate lieferte und in der Ausfiihrung 
einfacher war. 

38. Aktivitétsbestimmung der Fermentpriparate. 0,3¢ 
Trockenferment wurden mit 100 ccm Pufferlésung (pq= 7,6 Veronalnatrium- 
Salzsiure) 45 Minuten unter Zugabe von Glasperlen geschiittelt. Dann 
wurde filtriert und zur Fermentlésung 10 cem Natriumcitratlésung (0,294 g) 
zugegeben. Der mit einem Gummistopfen verschlossene Kolben wurde nun 
in einen Thermostaten (37°C) gesetzt und mittels einer am Thermostaten 
angebrachten Schiittelvorrichtung 3 Stunden geschiittelt (Schiittelgeschwindig- 
keit 120/Minute). Nach dieser Zeit wurden zur Unterbrechung der Ferment- 
wirkung und gleichzeitigen Eiweiffillung je nach py der Lésung 1,5 bis 
2,5 g p-Toluolsulfosiure zugegeben. Dann wurde auf dem Wasserbad auf 
etwa 30 ccm eingedampft. Weiterbehandlung vgl. S. 165, 2. b). 


*) Da Aceton nur die freie Citronensiiure, nicht aber die Alkalisalze 
derselben list, ist stets darauf zu achten, daB die Lésung geniigend p-To- 
luolsulfosiiure enthiilt. 
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Uber die Citricodehydrase der Leber. 


Wirkungswerte einiger Fermentpraparate 


Fermentmenge 0,3 g. 
Produkt A—C Citratkonzentration etwa m/50, 





























” a ” » m/96. 
Pa = 7,6 (Veronalnatrium-Salzsaure). 
Versuchsdauer: 3 Stunden bei 37° C in Luft. 
Verbr. Citrat in mg 0/ 
Prod. ecm Sipuiiincata ligase "0 Bemerkungen 
n/10-HCl| angew. gef. | umgew. | Umsatz 
A 22,65 258,4 | 194,5 | 63,9 24,7 | Pferdeleber 
B 25,25 258,4 | 2170 | 31,4 16,0 : 
C 25,90 258,4 222.5 | 35,9 14,0 ‘ 
D 24,85 294.0 | 2185 | 80,5 27,3 | Schweineleber 
E 24,40 294,0 | 210,0 84,0 28,3 | Kalbsleber 
F 19,10 294,0 | 250,2 48,8 15,0 | Menschenleber*) 
Reinigungsversuche 


1. Adsorption an Kaolin. 0,2 g Acetonleber wurden mit 60 ccm 
Pufferlésung py 5,2.(Natriumacetat—Essigsiure) 15 Minuten geschiittelt und 
dann abzentrifugiert. Die Lésung wurde mit 1,5 g reinem Kaolin®) ver- 
setzt, 45 Minuten geschiittelt, zentrifugiert und die Lésung auf ihre Akti- 
vitit gepriift. 

Aktivititsbestimmung der Restlésung: 


Zugegeben . 296,4 mg Citrat 
Gefunden ....... 275,0 mg sa, 
Umsatz. . .-? 


Versuchsdauer: 3 Stunden bei 37° C. 


Das gesamte Ferment war somit an das Kaolin adsorbiert worden. 

Der Kaolinriickstand wurde mit 60 ccm Pufferlésung py 9,0 (Veronal- 
natrium-HC]l) versetzt, 45 Minuten geschiittelt, zentrifugiert und die Elu- 
tionslésung unter denselben Versuchsbedingungen wie die Restlisung auf 
ihre Aktivitit untersucht. 


Aktivititsbestimmung der Elutionslésung: 


Zugegeben ....... 296,4 mg Citrat 
Gefunden........ 253,0 mg sé, 
EE 14,4°/, 


Versuchsdauer: 3 Stunden bei 37°C. 


*) Der Patient, von dem die Leber stammte, war 36 Jahre alt und an 
Lungentuberkulose gestorben. Ob durch den Eiweifzerfall, den diese 
Krankheit im Endstadium mit sich bringt, eine Schidigung des Ferments 
eingetreten war, muB erst durch weitere Versuche festgestellt werden. 

“*) Genauigkeit der Analysenmethode 3—7°/, (S. 166, Tabelle). 
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Diese Versuche zeigten, da es wohl méglich war, das Ferment an 
Kaolin zu adsorbieren und zu eluieren. Eine Steigerung der Aktivitiit 
gegeniiber Versuchen mit ungereinigter Acetonleber war jedoch nicht zy 
bevbachten. Ansiitze mit ungereinigter Acetonleber, die unter denselben 
Bedingungen wie der Elutionsversuch durchgefiihrt wurden, ergaben die 
gleichen Werte. 

2. An Gel Tonerde C. Die Arbeitsweise war die gleiche wie die 
unter 1. beschriebene, nur wurde bei pg 8,6 (Veronalnatrium-Salzsiure) 
adsorbiert und bei py 5,7 (Natriumacetat-Essigsiure) eluiert. Die Ferment- 
lésung wurde mit 2,0 g Gel Tonerde C*) 45 Minuten geschiittelt und 
zentrifugiert. Die Restlésung wurde auf ihre Aktivitit untersucht. 


Zugegeben .... . . . 296,4 mg Citrat 
Gefunden....... . 251,0mg_,, 
ee lw ws 


Versuchsdauer: 3 Stunden bei 37°C. 


Aktivitit der Elutionslésung: 


Zugegeben ..... . . 296,4 mg Citrat 
Gefunden. ..... . . 2680mg_,, 
SG sk wee we s RAG 


Versuchsdauer: 3 Stunden bei 37°C. 


Die Adsorptionsrestlésung zeigte also héhere Aktivitit als die Elu- 
tionslésung. Das Ferment war daher nur in sehr geringem Mafe von der 
Gel Tonerde C adsorbiert worden. 

8. Durch fraktionierte Fillung mit Ammoniumsulfat. 0,5¢ 
Acetonleber wurden 45 Minuten mit 100 ccm destilliertem Wasser geschiittelt, 
zentrifugiert und zur Lésung 25 g Ammoniumsulfat zugegeben (Sittigung 
33°/,). Da nach 24stiindigem Stehen kein filtrierbarer Niederschlag ausfiel, 
wurden weitere 5,0 g Ammoniumsulfat zugegeben (Saéttigung 39,5°/,). Erst 
bei 60°/,iger Sittigung entstand ein massiger Niederschlag, der filtriert und 
mit 60°/,iger Ammoniumsulfatlésung nachgewaschen wurde. Dieser Nieder- 
schlag wurde in destilliertem Wasser gelést, mit Aceton wieder ausgefillt, 
filtriert und im Vakuum iiber Calciumchlorid getrocknet. Ausbeute 0,6 ¢g. 

Dieser Versuch wurde nochmals mit gréBerer Fermentmenge wieder- 
holt. Hierzu wurden 25,0g Acetonleber mit 300 cem destilliertem Wasser 
2 Stunden geschiittelt und filtriert. 250 cem dieser Loésung wurden mit 
125 g Ammoniumsulfat versetzt (Sittigung 65°/,). Nach 4 Stunden wurde 
der entstandene Niederschlag abfiltriert, in 200 cem destilliertem Wasser 
gelést und 2'/, Stunden geschiittelt. Dann wurde filtriert, das Filtrat mit 
Aceton gefillt und der entstandene Niederschlag im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute 2,4 g. 

Das Priparat enthielt sehr viel Ammoniumsulfat, welches die folgenden 
Aktivititsbestimmungen insofern stérte, als bei der Fallung mit Calcium- 
chlorid neben Calciumcitrat auch Calciumsulfat ausfiel. 

Es wurde deshalb versucht, das Ammoniumsulfat durch Dialyse aus 
dem Fermentpriparat zu entfernen. Diese Methode war aber wegen Schidi- 
gung des Ferments durch zu lange Dialysierzeit nicht zu gebrauchen. 
Nach 3 Tagen war das Ammoniumsulfat aus der Lésung noch nicht ent- 
fernt. Nun wurde versucht, das Ammoniumsulfat durch Elektrodialyse aus 
der Lésung zu beseitigen. 
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Verfahren: 2,4g des ammoniumsulfathaltigen Fermenttrockenpriparates 
wurden in 100 ccm destilliertem Wasser gelést und 8'/, Stunden elektro- 
dialysiert. Die Membranen bestanden aus Pergamentpapier, die Anode aus 
Platin, die Kathode aus Chrom; die Spannung betrug e = 120 Volt, die an- 
fiingliche Stromstirke 1 = 0,4 Amp. 

Temperatur der Lésung wiihrend des Versuchs = 18—24° pg der 
Lésung zu Beginn des Versuchs = 5,7. 

Nach ungefihr 4 Stunden schied sich an der Kathodenmembran fast 
alles EiweiB aus und die Lésung wurde wasserklar. Es wurde deshalb 
das py der Liésung (Wulffsches Foliencolorimeter) gepriift und zu 3,0 ge- 
funden. Ammoniumsulfat war in der Lésung erst nach 8"/, Stunden nicht 
mehr nachzuweisen. 

Freundlich und Loeb’) hatten bei Elektrodialysen, die sie mit 
Blutserumlésungen ausfiihrten, ebenfalls die Beobachtung gemacht, da8 die 
Aciditit der Lésung bei Verwendung von Pergamentmembranen zunahm. 
Diese Erscheinung konnten sie bei Verwendung einer Chromatmembran 
beseitigen, die sie auf folgende Weise herstellten: 

10 g Gelatine, 3,0 g Ammoniumbichromat und 5,0 g Glycerin wurden 
in 100 cem destilliertem Wasser gelést. Mit dieser viscosen Lésung wurde 
reiner Wollstoff bestrichen und 2 Stunden an der Sonne belichtet. Nun 
wurde das Bestreichen und die Belichtung 3mal wiederholt. 

Diese Membran diente in den folgenden Versuchen als Kathoden- 
membran. Die Chromelektrode wurde durch eine Platinelektrode ersetzt. 
Auch wurde mit viel geringerer Stromstirke gearbeitet. AuSerdem wurde 
durch Einleiten von Stickstoff in die Reaktionslésung eine intensive Durch- 
mischung erreicht, wodurch die Zeit der Elektrodialyse noch erheblich 
verkiirzt werden konnte. Sonst war die Versuchsanordnung dieselbe wie 
beim vorhergehenden Versuch. 


Elektrodialyse. 


Versuchsdauer 2 Stunden. Fermentmenge 0,4 g. 
vor Beginn des Versuchs 5,7. 


Pp der Lésung 











Zeit t Stromstiirke Pr Wihrend Temperatur 
° in Amp. des Versuchs des Lésung 
1120h 0,02—0,01 6,1 24° 
11504 0,01 6,1 25° 
12705 0,01 6,1 25° 
12504 0,01 5,1 25° 








Nach 2 Stunden hatte sich (vgl. Tabelle) der py-Wert von 6,1 auf 5,1 
veriindert. Da nach dieser Zeit SO,-Ionen nur noch in Spuren nach- 
gewiesen werden konnten, wurde, um einer Fermentschidigung durch zu 
starke Aciditiit der Lésung vorzubeugen, der Versuch unterbrochen. Die 
nachfolgende Acetonfillung lieferte ein Priiparat von geringer Aktivitit. 


Zugegeben 258 mg Citrat 
Gefunden . ix >a Se s 
a re i © 
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Weitere Reinigungsversuche in dieser Richtung werden ausgefiibrt. 
In einer spiteren Mitteilung wird dariiber berichtet werden. 


Beeinflussung der Fermentwirkung durch verschiedene Faktoren. 


1. p,-Abhingigkeit der Citricodehydrase. 


0,3 g Ferment + 10 cem Citratlésung + 100 cem Pufferlésung. 
Versuchsdauer 180 Minuten bei 37°. 





























T ° ° 

Verne. Citrat in mg Fl Bemerkungen 
PH ccm —_ — ee . 

n/10-HCl| angew. | gef. | umgew. Umsatz (Puffer) 

4,5 30,0 294,0 | 258,0 | 36,0 12,2 Na-Acetat—Essigs. 
5,7 27,5 294,0 | 245,0 | 49,0 16,5 ss . 
7,6 24,7 294,0 | 212,0 82,0 27,8 Veronal-Na-HC! 
9,5 29,3 294,0 | 252.3 | 41,7 14,0 " 1. 
10,4 31,4 294,0 | 270,0 | 24,0 8,2 NH,CI-NH, 





Aus der Tabelle ergibt sich, daB das p,-Optimum fiir die 
Dehydrierung der Citronensiure bei etwa p,, = 7,6 liegt. Bei 
Py = 3,4 tritt Fallung und Inaktivierung ein. 


2. EinfluB der Substratkonzentration. 


0,3 ¢g Ferment + 100 cem Pufferlésung. (p,, = 7,6 Veronal-Na—-HCl.) 
Versuchsdauer 180 Minuten bei 37°. 























Molaritat | Verbr.cem| |= Citratinmg =|, 
n/10-HCl angew. |  gef. | umgew. | Umsatz 

m/52 60,10 588,0 517,0 | 61,0 12,3 

m/96 25,60 294,0 220,0 74,0 25,3 

m/184 17,10 147,0 97,3 | 49,7 33,8 

m/300 6,67 88,3 57,3 | 31,0 35,2 
m/447 9,86 117,4 84,8 | 22,6 27,8*) 


*) Citrat im doppelten Ansatz zuriickbestimmt. 


Die Citronensiuremengen, die durch eine bestimmte Ferment- 
menge in gleichen Zeiten abgewandelt werden, sind in hohem 
Mae von der angewandten Citratmenge abhangig. Das Optimum 
liegt, wie aus der Tabelle hervorgeht, bei etwa m/300. Bei 
weiterer Steigerung der Substratkonzentration fallt der Um- 
satz ab. 














fiibrt, 


en. 


Bei 
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3. Abhingigkeit der Citratdehydrierung 
von der Fermentmenge. 


10 cem Citratlésung + 100 cem Puffer. (py = 7,6 Veronal-Na-HCl.) 
Molaritét = m/96, Versuchsdauer 180 Minuten bei 37°. 


























Acetonleber | Verbr. ccm Ronis : Citrat in “= arr 7. 
in g n/10-HCl angew. |  gef. | umgew. | Umsatz 
4,0 24,30 294,00 | 209,0 85,0 28,8 
2,0 24,40 294,0 210,0 84,0 28,5 
0,5 24,65 294,0 212.0 | 82,0 27,8 
0,2 24,30 294,0 —  -209,0 | 85,0 28,8 
0,1 30,00 2940 | 258,0 36,0 12,2 
0,05 31,20 2940 | 2680 | 26,0 9,0 
0,025 31,60 2940 | 2720 | 22,0 7,5 


Die Tabelle zeigt, daB der Umsatz in weiten Grenzen von 
der Fermentkonzentration unabhingig ist. 


4. Zeitlicher Verlauf der Citratdehydrierung. 


0,3 g Ferment + 10 cem Citratlésung + 100 cem Pufferlésung. (pq = 7,6 
Veronal-Na-HCl.) Molaritét = m/96, Temperatur 37°. 






































Zeit Verbr.cem[ Citrat in mg oF, 
(Minuten) | n/10-HCl angew. | gef. | umgew. Umsatz 
30 30,0 294,0 | 258,0 36,0 12,0 
60 28,95 2940 | 249,0 45,0 15,4 
180 24,65 294.0 | 212,0 82.0 27,8 
450 24,30 2940 | 2090 | 85,0 28,8 


Nach 180 Minuten ist der héchste Umsatz bereits erreicht. 


Wirkungsmechanismus der Citricodehydrase. 


Die quantitativen Versuche bei Gegenwart von Sauerstoff 
zeigten gegeniiber Versuchen mit Stickstoff keine Steigerung des 
Umsatzes. Sauerstoff konnte hier also nicht als Acceptor fungieren, 
was tibrigens auch schon F. Bernheim?) beobachtet hatte. Die 
Citricodehydrase der Leber vermag sowohl bei Gegen- 
wart als auch bei Abwesenheit von Sauerstoff Citronen- 
siure umzusetzen. 

1. Versuche mit Trockenferment unter Stickstoff. In einen 
250 cem-Rundkolben wurde die Ferment-Puffer- und Citratlésung eingefiillt 
und dieser mit einem Gummistopfen, durch welchen 2 Hahnrobhre fihrten, 


verschlossen. Das Reaktionsgefi8 wurde im Thermostaten befestigt. Nach- 
dem an der Wasserstrahlpumpe der Kolben evakuiert war, wurde der 











172 Ludwig Reichel und Albert Neeff, 


Hahn geschlossen und durch den anderen Hahn Stickstoff eingeleitet. Das 
Evakuieren und nachfolgende Einleiten von Stickstoff wurde noch 2 mal 
wiederholt. Der Hahn, durch den der Stickstoff zugefiihrt wurde, blieb 
wihrend des ganzen Versuchs geéffnet und war stiindig mit dem Stickstoff- 
gasometer in Verbindung gesetzt. 


a) 1,0 g Ferment + 10 cem Citratlésung + 60 cem Pufferlésung. 
(Py = 7,6 Veronal-Na-HCl.) Versuchsdauer 180 Minuten bei 37°. 
Schiittelgeschwindigkeit pro Minute = 120. 


Zugegeben ....... 103,0 mg Citrat 
Gefunden. ....... 79,0 mgs, 
a 25,2 J, 

b) 0,2 g Ferment, wie unter a). 
Zugegeben ....... 103,0 mg Citrat 
Gefunden. ....... 87,0 mg ss, 
eee eee 18,0 °/, 


2. Versuche mit Trockenferment in Luft. Der Kolben mit 
dem Reaktionsgut wurde mit einem Gummistopfen verschlossen und im 
Thermostaten geschiittelt. 


a) 10g Ferment + 10 cem Citratlésung + 60 cem Pufferlésung. 
(Py = 7,6 Veronal-Na-HCl.) Versuchsdauer 180 Minuten bei 37°. 
Schiittelgeschwindigkeit 120/Minute. 


Zugegeben ....... 103,0 mg Citrat 
Gefunden. ....... 78,0 mg sy, 
a 26,2 °/, 

b) 0,2 g Ferment, wie unter a). 
Zugegeben ....... 103,0 mg Citrat 
Gefunden. ...... . 870mg ,, 
0 re >» 29%, 


Nach Bernheim?) ist Methylenblau ein wirksamer Acceptor 
im System der Citricodehydrase. Dieser Befund konnte jedoch 
nicht bestatigt werden, da ein Zusatz von Methylenblau den 
Umsatz nicht steigerte. Nach Versuchen von Th. Wagner- 
Jauregg und Ruska‘) mit frischem Leberbrei soll Lactoflavin 
als Acceptor den Abbau von Citronensaiure beschleunigen. Quan- 
titative Versuche mit Acetonleber unter Zusatz von Lactoflavin 
ergaben, daB Lactoflavin als Acceptor ebenfalls unwirksam ist. 


Versuche mit Methylenblau und Lactoflavin als Acceptoren 
bei Gegenwart von Sauerstoff. 
1. Mit Methylenblau. 0,2 g Ferment [Aktivitét 15,5°/,*)). 10 cem 
Citratlésung + 100 cem Puffer (py = 7,6 Veronal-Na-HCl. 


20 mg Methylenblau. 
Versuchsdauer 180 Minuten bei 37°. 
Schiittelgeschwindigkeit 120/Minute. 


*) Je 0,2 g Ferment dehydrierten innerhalb 180 Minuten bei 37° und 
Pr = 7,6. 294,0 mg Citrat zu 15,5 °/). 











Das 
2 mal 
blieb 
‘stoff- 


m 
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2. Mit Lactoflavin. 0,2 g Ferment (Aktivitiét 15,5 °/,). 10 cem 
Citratlésung + 100 cem Puffer (py = 7,6 Veronal-Na-HC)). 


2 ecem Lactoflavinkonzentrat (¢ = 0,02 °/,). 
Schiittelgeschwindigkeit 120/Minute. 





Nr Verbr. eem Citrat in mg 
n/10-HCl angew. | gef. _ umgew. Umsatz 

1 30,6 2940 | 2630 | 31,0 10,5 

2 28,8 294,0 247,5 46,5 15,7 











Der fermentative Zerfall der Citronensiure kann 
also in der ersten Phase nicht so verlaufen, daB Wasser- 
stoff auf diese Acceptoren verlagert wird. 


Wirkung der Co-Fermente. 


Zur Priifung, ob im System der Citricodehydrase ein Co-Fer- 
ment wirksam beteiligt ist, haben wir Fermentlésungen dialysiert. 
Nach der Dialyse haben die Lésungen in keiner Weise an ihrer 
Aktivitét eingebiiBt. Co-Zymase zu den Fermentansitzen gefiigt, 
steigerte ihre Wirksamkeit nicht. Aus diesen Versuchen geht 
hervor, daB die Citricodehydrase wahrscheinlich durch kein 
Co-Ferment aktiviert wird. 


Aktivititen der dialysierten Fermentlésungen. 


Lésung von 0,3 g Ferment in 30 cem destilliertem Wasser nach 
15 stiindiger Dialyse + 10 ccm Citratlésung + 100 ccm Pufferlésung py = 7,4 
(Veronal-Na-HCl). 3 Stunden bei 37° in Luft. 




















Citrat in mg 0 
Verbr. ecm ees ae A, Se lo Bemerkungen 
n/10-HCl angew. gef. umgew. | Umsatz 
28,2 294 | 24a} 17,8 
27,9 294 240 54 18,2 Testversuch 








Versuche mit Co-Zymase. 


1.+2. 0,3 g Ferment + 10 cem Citratlésung + 100 ccm Pufferlésung 
Pp = 7,4 (Veronal-Na-HCl). 8 Stunden bei 37° in Luft. 1. 0,36 cem; 
2. 0,72 eem Co-Zymaselésung*) (ACo-Wert = 50000, Konzentration der 
Lésung 180 Co/cem). 


*) Herrn Prof. H. v. Euler sei auch an dieser Stelle fiir das Co-Zymase- 
priparat besonders gedankt. 
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‘Verbr. Citrat in m 0 
Nr. om 3 - od a lo Bemerkungen 
n/10-HCl | angew. gef. | umgew. | Umsatz 
1 F 29,1 oa 294 | 250 ‘| 44 17,0 “ae 
28,7 294. | 247 47 16,2 Testversuch 
2 25,2 294 | 217 77 26,2 
25,6 294 | 220 74 25,2 














Chemismus der Citratdehydrierung. 


Um den Chemismus der Citratdehydrierung zu kliren, muBten 
simtliche Reaktionsprodukte erfaft und quantitativ bestimmt 
werden. 


A. Qualitativer Nachweis der Reaktionsprodukte. 


Aus einem gréBeren Ansatz mit Acetonleber und Citrat bei py = 7,6 
und 37° wihrend 3 Stunden wurden nachgewiesen: 


1. Ameisensiure. a) Reduktion von Silbernitratlésung; b) Indenti- 
fizierung als Bariumsalz. 

2. Aceton. a) Geruch; b) 2,4-Dinitrophenylhydrazon, lange, spitze 
Nadeln, Schmelzp. 128°. 

3. Acetondicarbonsiure. Die Acetondicarbonsiure wurde mit 
dem Denigésreagens*) nachgewiesen. Die Lésung von 5,0 g rotem Queck- 
silberoxyd in 20 cem konzentrierter Schwefelsiure und 100 ccm Wasser 
gab mit der Reaktionslésung eine weiSe Fiillung. Der Niederschlag wurde 
mit Wasser gut gewaschen und mit verdiinnter Eisen-3-chloridlésung ver- 
setzt. Himbeerrote Firbung. 


B. Quantitative Bestimmung der Reaktionsprodukte. 


1. Versuch. 1,2g Ferment + 40 ccm Citratlésung + 400 ccm Puffer- 
lésung py = 7,4 (Veronal-Na-HCl). 3 Stunden bei 37° in Luft. 


Citratbestimmung in 120 ccm Lésung. 











Verbr. ccm ar Citrat inmg ‘ 0}, 
n/10-HCl angew. | gef. | umgew. Umsatz 
25,3 321 | 217,5 103,5 32,3 








Ameisensiurebestimmung in 160 ccm Lésung. 











eem Ameisensiure in mg B 
+ emerkungen 
n/10-NaOH gef. ber. 
5,88 27,0 | 25,2 Ind. Phenolphthalein 
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Acetonbestimmung in 160 ccm Lésung. 














Gebundenes Bisulfit | Aceton in mg : 
in cem n/10-Jodlésung gef. | amy 
6,56 19,8 | 31,3 





Ameisensiurebestimmung. 160 cem der Lésung wurden mit 
2n-Natronlauge stark alkalisch gemacht und auf etwa 40 cem eingedampft. 
Die kalte Lésung wurde mit konzentrierter Phosphorsiure stark angesiuert 
und am RiickfluBkiihler 3 Stunden erhitzt. Dabei wurde das Eiwei8, das 
in der Lésung enthalten war und die nachfolgende Destillation durch 
starkes Schiiumen stérte, hydrolysiert. Die Ameisensiure wurde mit Wasser- 
dampf abdestilliert und im Destillat mit n/10-Natronlauge bestimmt. Be- 
nutzte Apparatur "). 


Acetonbestimmung. 1. 160 ccm der Reaktionslésung wurden mit 
2n-Schwefelsiiure schwach angesiiuert und unter Riickflu8 auf dem Wasser- 
bad */, Stunde erhitzt, um die event. noch vorhandene Acetondicarbon- 
siure*) vollstiindig in Aceton iiberzufiihren. Zur kalten Lésung wurde der 
3—4 fache Uberschu8 an titrierter Bisulfitlisung gesetzt, 40 Stunden stehen 
gelassen und in einem MeBkolben auf 250 ccm aufgefiillt. Die Lésung 
wurde in eine Biirette gegeben und je 5 ccm vorgelegte n/10-Jodlésung 
damit titriert. [Vgl. Jolles'); L. Reichel und R. Wetzel"®).] 


2. Versuch. 1.—3. 0,3 g Ferment + 10 ccm Citratlésung + 100 ccm 
Pufferlésung py = 7,4 (Veronal-Na-HCl). 3 Stunden bei 37° in Luft. 


1. Citratbestimmung. 





Verbr.cem | _ Citrat in mg o, 
n/10-HCl angew. | gef. | umgew. Umsatz 
26,52 294 | 228 | 66 22,5 


























Ameisensiure in m 
ecm ae. a Bemerkungen 
n/10-NaOH gef. | ber. 
2.44 12,03 | 11,20 Ind. Phenolphthalein 








*) Einige Versuche mit Acetondicarbonsiiure in Pufferlésung ohne 
Ferment ergaben, daB sich die Acetondicarbonsiure schon im Thermostaten 
bei 37° in 2 Stunden weitgehend zu Aceton umsetzte. 
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3. Acetonbestimmung. 














cem n/10-Jodlésung | ___Aceton_in mg 
gebunden gef. ber. 
10,038 9,7 | 14,8 





Acetonbestimmung. 2. Fiir die Acetonbestimmung wurde die 
Messingersche Methode"’) herangezogen und dabei nach den Angaben 
von W. M. Marriot'’) gearbeitet. Zur Reaktionslésung wurde vor dem 
Abdestillieren des Acetons 5 ccm konzentrierte Phosphorséure und 1,4 ¢ 
p-Toluolsulfosiure gefiigt. 

3. Versuch. 1.--3. 0,3 g Ferment + 10 cem Citratlésung + 100 cem 
Pufferlésung py = 7,4 (Veronal-Na-HCl). 3 Stunden bei 37° in Luft. 


1. Citratbestimmung. 











Verbr. cem ; _Citrat in mg : i 
n/ 10-HCl angew. | gef. umgew Umsatz 
25,15 294 | 216 | 78 26,6 








2. Ameisensiurebestimmung. 














oom Ameisensiiure in mg B 
Pin — “a emerkungen 
n/10-NaOH gef. ber. 
3,10 14,25 14,20 Ind. Phenolphthalein 








3. Acetonbestimmung. (Nach Messinger- Marriot.) 
Kein Aceton gefunden. 


4. Versuch. 1.—3. 0,83 g Ferment + 10 cem Citratlésung + 100 cem 
Pufferlésung py = 7,4 (Veronal-Na-HCl). 3 Stunden bei 37° in Luft. 


1. Citratbestimmung. 











Verbr. ecm Citrat in mg o/ 
n/10-HCl angew. | gef. | umgew. Umsatz 
26,30 294 | 226 68 23,0 








2. Ameisensiurebestimmung. 





eem Ameisensiure in mg 


Bemerk 
n/10-NaOQH gef. | a merkungen 





halein 











2,61 12,30 | 12,00 Ind. Phenolpht 
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8. Acetonbestimmung. (Nach Messinger- Marriot.) 
Kein Aceton gefunden. 


Die qualitativen und quantitativen Versuche lieferten das 
eindeutige Ergebnis, daB die Citricodehydrase aus dem Citronen- 
siuremolekiil Ameisensiiure herausspaltet, wobei Acetondicarbon- 
siure gebildet wird. Bei der Citricodehydrase haben 
wir eine kombinierte Wirkung und zwar Wasserstoff- 
abspaltung und Carboxylabspaltung, ein Vorgang, der 
sofort zur Entstehung von Ameisensiure fihrt. 


Die gebildete Acetondicarbonsiure (wasserstoffirmeres 
Reaktionsprodukt) wird iiber die Acetessigsiure entweder nicht 
fermentativ zu Aceton oder fermentativ iiber weitere uns vor- 
liufig noch unbekannte Stufen abgebaut. In unseren Robh- 
priparaten sind in geringeren oder auch in gréBeren Anteilen 
Fermentsysteme vorhanden, welche diese weitere fermentative 
Abwandlung vollziehen. So haben wir bei zahlreichen Versuchen 
mit verschiedenen Priparaten nur héchstens ?/, der theoretisch 
erforderlichen Menge Aceton oder iiberhaupt kein Aceton ge- 
funden. Mit dem Abbau der Acetondicarbonsiure, der durch 
andere Fermentsysteme, nicht durch die Citricodehydrase bewirkt 
wird, sind wir beschiftigt. 

Der Reaktionsverlauf ist auf Grund unserer bisherigen Er- 
gebnisse folgender; 


HOOC-CH,-C-CH,-COOH —*> H-COOH + HOOC-CH,-C-CH,-COOH 
oh, ! 

7," O 

H COOH |—~co, 


Y 
HOOC-CH,-C-CH, 


O 


O 
i aie 
y, \ 
be st 
Abbauprodukt X CH,-CO-CH, 
II. Abbauweg. I. Abbauweg. 


Der Karlsruher Hochschulvereinigung sprechen wir 
fiir zur Verfiigung gestellte Mittel unseren ergebenen Dank aus. 
Weiter danken wir der Justus-Liebig-Gesellschaft bestens 
fiir ein Herrn A. Neeff gewahrtes Stipendium. 
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Uber die Menge Vitamin C, 
die zur Konstanthaltung des normalen Reduktionswertes 
tierischer Gewebe ndtig ist. 
Von 
L. De Caro. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biologischen Forschungslaboratorium der S. A. Carlo Erba, Mailand.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mirz 1936.) 


Ks ist eine nunmehr allgemein anerkannte Tatsache, dab 
eine Vitamin C-freie Diét bei Tieren, welche Vitamin C nicht zu 
synthetisieren vermégen, mehr oder weniger rasch diesen Faktor 
aus dem Gewebe verschwinden laBt. Man kann beim heutigen 
Stande unserer Kenntnisse annehmen, da die verschiedenen 
Organe sich ausschlieBlich als Speicherungsstitten fiir Vitamin C 
verhalten, das selbstverstiindlich sowohl von den Zellen der 
Speicherungsstitte selbst als auch von denen anderer entfernter 
Organe verwertet werden kann, deren Vitamin C-Gehalt auf einer 
gewissen Héhe gehalten wird durch ein Zusammenwirken von 
Bedingungen: Zufuhr von auBen, Ausscheidung durch die Niere, 
eventueller Verbrauch durch den Organismus. 

Anders verhilt es sich mit dem Gewebe solcher Tiere, die 
Vitamin C zu synthetisieren vermégen; bei diesen muf man, wie 
Hopkins in einer kiirzlich erschienenen Arbeit') bemerkt, den 
Begriff ,Speicherungsstitten“ richtiger durch den Begriff ,,Pro- 
duktionsstitten“ ersetzen oder erweitern. Welche Bedeutung hat 
nun die relative Konstanz dieses Speicherungsniveaus, das fiir die 
verschiedenen Organe und Gewebe verschieden ist? In welcher 
Beziehung steht die Erhaltung seines Wertes zur Vitaminzufuhr 
von auBen? Inwieweit hingt besagter Wert mit den Gewichts- 
veranderungen und iiberhaupt mit dem Wohlbefinden des Tieres 
zusammen? 

Mit der Aufstellung dieser Fragen ist folgerichtig ein anderes 
Problem verbunden: mit welchem Kriterium wird die biologische 
Kinheit fir Vitamin C aufgestellt, d.h. die geringste Menge be- 
stimmt, die geniigt, um das Tier vor Skorbut zu schiitzen oder 


1) F.G. Hopkins u. B. R. Slater, Biochemic. J. 29, 2803 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXL. 13 
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zu heilen? Dieser Wert ist wesentlich verschieden, je nachdem 
der Schutz oder die Heilung aus der Gewichtszunahme und dem 
Uberleben in bestimmter Zeit gefolgert wird, oder aber aus der 
Erhaltung, bzw. Erreichung des Normalspiegels des Vitamin (- 
Gehaltes in den verschiedenen Geweben und Organen. Kirzlich 
hat Jacobsen”) bezweifelt, daB die tigliche Dosis von 1,5 mg 
Ascorbinsaure, welche ausreicht, um Veriinderungen der Zahnpulpa 
(des den skorbutischen Verinderungen am meisten ausgesetzten 
Organs *)] zu verhindern, gleichzeitig geniige, um den Vorrat an 
Vitamin im Organismus des Meerschweinchens unverindert zu 
erhalten; er schlieBt aus der Gesamtheit seiner Forschungen iiber 
dieses Thema, daB Meerschweinchen, die 8 Tage lang bei Avitami- 
nose O-Diit gehalten wurden (d. h. fast vollstiindig ihres Vitamin C- 
Vorrats beraubt waren) und dann tiglich 3 Monate hindurch Dosen 
von 0,25—20 mg krystallinische Ascorbinsiure oder Kohlblatter 
in einer Menge, die etwa 20 mg Vitamin C entspricht, erhielten, 
nicht mehr zum Normalwerte zuriickkehrten, soweit es den Vitamin- 
vorrat in Diinndarm, Leber und Nebenniere anbetrifft; indessen 
werden bei héheren Dosen héhere Werte beobachtet. Ferner 
findet Jacobsen, daB der Gewichtszuwachs der taglich mit 0,75 mg 
Ascorbinsiure behandelten Tiere (nach 15 Tagen Avitaminosediit), 
praktisch gleich ist dem der mit 20 mg taglich behandelten Tiere, 
und da6 die Unterteilung der tiglichen Dosis in 2 Teilen den 
Vitamin C-Vorrat der betreffenden Organe um 40°/, vermehrt. 

In der folgenden Untersuchung hat der Verfasser versucht, 
festzustellen, wie groB beim Meerschweinchen die vom ersten Tage 
der Avitaminosediit an verabreichte Menge Ascorbinsiure sein 
muB, um den Vitamin C-Vorrat in den Organen unverindert zu 
halten. Um diesen Vorgang aufzukliren, hat er es fiir richtig 
gehalten, quantitativ wihrend der Avitaminoseperiode den Verlauf 
des Vitaminschwundes aus der Nebenniere, einem der Vitamin C- 
reichsten und in dieser Beziehung am meisten untersuchten Organe, 
zu verfolgen. 

Versuche. 

a) Vitamin C-Schwund aus der Nebenniere des Meerschweinchens 
wahrend der Avitaminose. Minnliche und weibliche Meerschweinchen 
im Gewichte von 280—300 g werden bei einer Avitaminosediit folgender 


Zusammensetzung gehalten: Hafer und Kornkleie zu gleichen Teilen (59°/,) 
+ Trockenmilch, entfettet und 1 Stunde auf 110° erwirmt, (30°/,) + Milch- 


*) Skand. Arch. Physiol. 72, 259 (1935). 
8) Kihler u. Moll (1933) zitiert von Jacobsen. 






















Uber die Menge Vitamin C usw. 181 


fett (10°/,) + Kochsalz (1°/,). Nach verschiedenen Zeiten werden Gruppen 
von 2—3 Tieren getétet und man bestimmt den Gehalt an Vitamin C in dem 
Trichloressigsiureauszug (2,5°/,ige Trichloressigsiure) der vereinigten Neben- 
nieren durch Titration mit einer ungefihr 0,001 n - 2,6-Dichlorphenolin- 
dophenollésung (die gegen eine Lésung von chemisch reiner Ascorbinsiure 
Carlo Erba“ von bekanntem Titer eingestellt wurde). Die fiir jede Gruppe 
von Tieren erhaltene Zahl, ausgedriickt in Milligramm-Ascorbinsiure pro 
Gramm Nebenniere, wird in Beziehung zur Zeit gesetzt (Dauer der Avita- 
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minose). So erhalt man die graphische Darstellung der Fig. 1, aus der ab- 
zulesen ist, daB der Vitamin C-Spiegel der Nebenniere sehr rasch wihrend 
der ersten Avitaminosetage absinkt (nach 10 Tagen sind 95°/, des anfangs 
vorhandenen Vitamins verschwunden). 

Trigt man den log, der einzelnen Konzentrationswerte gegen die Dauer 
der Avitaminose ein, so erhalt man, wie sich aus der Figur ergibt, einen 
praktisch gradlinigen Verlauf — bis zum 13. Tage. Man kann daraus den 
Schlu8 ziehen, daB zumindest, soweit es sich um die Nebenniere des 
Meerschweinchens handelt, Vitamin C fast vollstindig in den ersten 10 bis 
13 Tagen der Avitaminose verschwindet; der Verlauf la8t sich durch eine 
Kurve darstellen, die annihernd den Charakter einer Exponentialfunktion 
hat und durch die Formel 

log. C = log, Co — kt 














13* 
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ausgedriickt werden kann, in der C die Konzentration an Ascorbinsdure in 
einem bestimmten Zeitpunkt der Avitaminose ist, Co eine Konstante dar- 
stellt und dem Mittelwert (in der Nebenniere) an Vitamin C im Normaltier 
entspricht. t ist die Avitaminosedauer, ausgedriickt in Tagen, und k ist 
die Schwundkonstante des Vitamins, die fiir die ersten 10 Tage gleich 
0,2—0,3 ist. Dieser Kurvenverlauf ist natiirlich nur angenihert, da dic 
Abweichungen nicht weniger experimentell gewonnener Punkte manchma! 
sich recht weit von der theoretischen Linie entfernen. Indessen ist es der 
Charakter des Verlaufs (mehr als der Genauigkeitsgrad), der interessant 
erscheint, da er analog dem Schwunde gewisser Substanzen aus dem 
Blut ist, die wie z. B. die Milchsiure bei der Muskelarbeit*) in kurzer Zeit 
sich in ’ groBem UberschuB bildet, oder die injiziert werden, wie die lés- 
lichen Calciumsalze ); ihnlich wavhalion sich gewisse kérperfremde Zucker’), 
Kreatin’) usw., allerdings mit dem quantitativen Unterschied, daB es sich 
in der Zeitabszisse bei den letzteren um Stunden, bei den ersteren um Tage 
handelt. Da, andererseits, der Uberschuf an Ascorbinsiure gegeniiber dem 
Normalwert, der sich nach intravenéser Injektion sofort in den Geweben 
festsetzt, nach etwa 1 Stunde‘) ausgeschieden wird, d.h. innerhalb einer 
Zeitspanne gleicher GréBenordnung wie jene der Ausscheidung der Zucker, 
der Milchsiiure, der Calciumsalze usw., erscheint die Annahme mdéglich, dal 
das unter Normalbedingungen im Gewebe befindliche Vitamin zum gréBten 
Teil an einen nicht diffusiblen Zellbestandteil gebunden ist, von dem es 
sich langsam ablést, je nachdem der diffusible Anteil in das Blut tibergeht 
und durch die Niere ausgeschieden wird. 

Aus dem analytisch festgestellten Verlauf ergibt sich als Schwundzeit 
fiir die Hilfte des Normalgehaltes an Vitamin in der Niere etwa 2 Tage 
(Halbwertszeit t = 2,3) ein Ergebnis, das ziemlich gut mit den experimentel! 
gewonnenen Daten iibereinstimmt. 


b) Einflu8 der Avitaminosedauer vor Beginn der Behandlung. 
Minnliche und weibliche Meerschweinchen, im Anfangsgewicht von etwa 
800 g werden in 8 Gruppen geteilt und per os mit Ascorbinsiure behandelt 
und zwar jeweils nach 19 und 10 Tagen vom ersten Tage der Avitaminose- 
diiit ab. 

Die untersuchte Dosis war 1 mg pro die, d.h. diejenige Menge, die 
gewohnlich als die Minimalmenge angesehen wird, die imstande ist, Skorbut 
beim Meerschweinchen zu verhindern. Die Versuchsresultate, die in der 
Tab. I wiedergegeben werden, zeigen klar, fiir wie ungentigend diese Dosis 
in bezug auf die Wiederauffillung und Erhaltung des normalen Vitamin C- 
Vorrats in den Geweben (Leber und Nebenniere) anzusehen ist. 

Die Dauer der Avitaminose vor Beginn der Behandlung hat keinen 
Einflu8 auf die Ergebnisse, mindestens soweit es sich um obige Dosis 
handelt. In allen 3 Fallen beobachtet man einen sehr niedrigen Vitamin C- 


4) R. Margaria, H.T. Edwards u. D. B. Dill, Amer. J. Physiol. 
106, 689 (1938). 

5) G. D. Greville, Biochemic. J. 25, 1931 (1931). 

6) Fishberg, J. of Biol. Chem. 86, 665 (1930) 

’) R. Dominguez, H. Goldblatt u. E. Pomerene, Amer, J. Physiol. 
114, 240 (1935). 

8) L. De Caro, Diese Z. 223, 229 (1934). 
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Tabelle I. 
anil 3- | mg Ascorbinsiure pro g Gewichts- 
© 8 piace aaeintieiaon schwankungen 
tage Leber | Nebenniere g 
1 mg Ascorbinsiure per os nach 19 Avitaminosetagen. 
5 0,04 | 0,15 
18 0,04 | 0,12 + 50 
22 0,05 | 0,19 + 88 
30 0,08 | 0,17 + 68 
45 0,07 | 0,25 + 55 
52 0,07 | 0,21 + 16 
1 mg Ascorbinsiure per os nach 10 Avitaminosetagen. 
6 0,06 | 0,30 + 22 
9 0,07 | 0,26 + 26 
15 0,05 | 0,17 + 21 
21 0,05 | 0,23 + 56 
30 0,07 | 0,14 + 30 
1 mg Ascorbinsiure per os vom 1. Avitaminosetag ab. 
1 0,12 | 0,74 + 2 
3 0,09 | 0,42 
8 0,09 | 0,20 —- 0 
18 0,06 | 0,29 + 18 
30 0,04 | 0,25 + 55 
32 0,08 | 0,15 + 52 
49 0,06 | 0,21 + 717 
52 0,07 | 0,22 +135 
70 0,06 | 0,22 — 30 








Spiegel im Vergleich zu normalen Werten ('/,,—"/s); ein Niveau, daB einer 
Verschiebung nach héheren Werten zu widersteht und jedenfalls héher ist, 
als das sich nach 10tigiger Avitaminose einstellende. 

Die Dosis von 1 mg reicht jedoch, wie bekannt, aus, um die Tiere (nur 
in einem gewissen Prozentsatz) wihrend mindestens 2—3 Monaten mit Ge- 
wichtsvermehrung am Leben zu erhalten. - 

Merklich ist dagegen der Unterschied in bezug auf das Uberleben der 
Tiere: wahrend in der ersten, 19 Tage vor Beginn der Behandlung bei 
Avitaminosediiit gehaltenen Gruppe, 11 Tiere von 18 sterben (wenn man die 
fiir die Bestimmung getiéteten Tiere als lebend betrachtet), sterben in der 
vom ersten Tage ab mit Vitamin behandelten Gruppe 5 von 18 Tieren. 


ce) EinfluB des Darreichungsweges. Minnliche und weibliche Meer- 
schweinchen mit einem Durchschnittsgewicht von 800 g werden in 7 Gruppen 
geteilt, von denen jede jeweils mit 5, 8, 12 und 20 mg Ascorbinsiure pro 
Tag per os und mit 5, 12 und 15 mg bei intraperitonealer Injektion vom 
ersten. Tage der skorbuterzeugenden Didt an behandelt werden. Aus allen 
Ergebnissen zusammen — Tab. II und III — ergibt sich, dab es gelingt, 
den Vitamin C-Spiegel in der Leber und Nebenniere schon mit einer In- 
jektionsdosis von 12 mg praktisch auf normaler Hohe zu halten; dagegen 
liBt die gleiche Dosis, per os, den Nebennierenwert auf fast die Hiilfte 
des Normalwertes und den der Leber auf etwas weniger zuriickgehen. Es 
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Tabelle II. 
Behandlungs- mg Ascorbinsiure pro g Gewichts- 
———| schwankungen 
tage Leber | Nebenniere g 
5 mg Ascorbinsiiure per os yom 1. Avitaminosetag ab. 

2 0,16 | 0,78 + 4 
6 0,10 | 0,79 + 4 
14 0,13 | 0,56 - 2 
23 0,09 | 0,31 — 18 
34 0,06 | 0,39 + 75 
41 0,05 | 0,34 — 20 
50 0,07 | 0,40 + 20 
59 0,10 | 0,36 + 30 
8 mg Ascorbinsiure per os vom 1. Avitaminosetag ab. 

3 0,18 0,92 0 
11 0,18 0,49 ~ 2 
19 0,18 0,64 + 10 
26 0,08 0,35 + 98 
37 0,08 0,54 + 17 
44 0,12 — + 38 
45 0,09 0,50 +1238 
53 0,08 0,31 + 68 
12 mg Ascorbinsiure per os vom 1. Avitaminosetag ab. 

6 0,11 | 0,80 + 12 
13 0,11 0,50 + Q 
20 0,11 0,46 + 2 
30 0,08 0,32 + 15 
40 0,19 0,78 + 68 
5d 0,15 0,67 + 72 
62 0,14 | 0,70 + 85 
20 mg Ascorbinsiure per os vom 1. Avitaminosetag ab. 
10 0,25 1,03 + 7 
30 0,16 0,80 + 47 
45 0,11 0,51 + 38 


ergibt sich also eine bessere Ausnutzung des Vitamins, wenn es durch In- 


jektion dargereicht wird. Bei der Dosis von 5mg wird jedoch dieser 


























Unterschied nicht merkbar. 


Die Gewichtszunahme ist im allgemeinen nicht héher als bei der Dosis 


von 1 mg. 


Die Mortalitiit dagegen erscheint duBerst gering; sie wird Null beim 
Erhéhen der Dosen von 5 auf 8, 12, 15, 20mg, ganz unabhiingig vom 
Darreichungswege. 


d) Einflu8 der Darreichungsform. 


Vitamin C in Form eines Nahrungsmittels gegeben, d.h. als Kohlblatt in 
bestimmter Menge. Der Vitamingehalt des Blattes war wiederholt (Titration 
des trichloressigsauren Auszugs), wiihrend der Untersuchung bestimmt 
worden, so dab ein Mittelwert festgestellt werden konnte. Dieser liegt bei 
etwa 1,3 mg Ascorbinsiiure pro g frisches Blatt. 








In folgendem Versuch wird 
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Tabelle III. 











Behandlungs- |  ™8 Aseediinetare: pro g FP rel 
-_ _Leber_ | Nebenniere g 








5 mg hoveittinines per iepaliitens vom 1. meni ab. 








2 0,09 | 0,78 ae 
5 0,14 | 0,66 + 20 
1% 0,05 | 0,30 + 38 
60 0,14 0,36 +110 
12 mg Ascorbinsiiure per sas cataeeanie vom 1. Avitaminosetag ab. 
4 0,26 | 1,02 . 28 
8 0,29 1,57 +- 85 
12 0,35 1,17 + 10 
26 0,18 0,95 + 7 
33 0,30 1,25 + 22 
54 0,38 1,14 + 35 
15 mg Ascorbinsiure per Injektion vom 1. Avitaminosetag ab. 
15 0,27 0,98 i 
15 0,32 0,97 — 
30 0,85 1,30 + 38 
30 0,35 | 0,97 + 65 
45 0,50 1,04 +118 
45 0,25 | 1,10 + 30 
60 0,40 1,26 + 18 








In der Tab. IV sind die Resultate wiedergegeben, die sich auf 3 Gruppen 
von Meerschweinchen mit einem Durchschnittsgewicht von 300 g beziehen, 
die jeweils 5, 10 und 12 g Kohlblitter pro Tag (d.h. 6, 5, 13 und 15 mg 
Ascorbinsiure) als Zulage zur skorbutogenen Diiit erhielten. Wiihrend man 
im ersten Falle (mit 5g Blatt) Leber- und Nierenwerte von praktisch 
gleicher GréBenordnung erhiilt wie bei einer Gabe von 5 mg, sei es per os 
oder per Injektion, so erhilt man bei Darreichung von 10g Blatt Werte, 
die dem Normalspiegel entsprechen, d.h. solche, die merklich héher sind 
als diejenigen, die man mit 12 mg Ascorbinsiure per os erhiilt, und von 
der gleichen GréBenordnung wie bei 12 mg Ascorbinsiure injiziert. Somit 
ergibt sich, da das Vitamin im Koblblatt besser verwertet wird als das 
chemisch reine Produkt bei Darreichung per os. Es ist nicht unwabhr- 
scheinlich, daB die wihrend der Verdauung der vitaminhaltigen Nahrung 
verzégerte Resorption den Vitaminspiegel des Blutes linger hoch halt und 
so die Verwertung des Vitamins seitens des Gewebes vermebrt. 

Dies stimmt mit den Angaben von Jacobsen?) iiberein, dai niimlich 
die gleiche Dosis Vitamin, in zwei Teilen injiziert, sich im Gewebe zu einem 
hoheren Niveau anreichert. 


e) Verhalten des IsovitaminsC. Interessant erschien die Unter- 
suchung des Verhaltens eines Jsomeren des Vitamins C, das gleiches Re- 
duktionsvermégen aufweist, aber biologisch nur wenig aktiv ist. Zu diesem 
Zwecke verwandte ich die d-arabo-Ascorbinsiiure (nach K. Maurer und 
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Tabelle IV. 























Behandlungs- mg Ascorbinsiure pro g Gewichts- 
———-}| schwankungen 
tage Leber | Nebenniere g 
5 g Kohlblitter = 6,5 mg Ascorbinsiure. 
2 0,29 | 0,56 — 18 
F 0,20 | 0,98 4+ 17 
17 0,19 0,90 + 18 
53 0,10 0,41 + 90 
60 0,09 | 0,57 + 95 
10 g Kohlblatter = 13 mg Ascorbinsiiure. 
4 0,34 | 0,84 — 19 
8 0,24 | 1,25 —- 
12 0,34 | 1,41 + 18 
19 0,38 1,48 + 38 
26 0,31 | 1,14 + 90 
33 0,40 | 1,35 + 16 
54 0,32 | 1,05 4225 
12 g Kohlblitter = 15 mg Ascorbinsiiure. 
15 0,23 0,98 + 7 
15 0,30 1,01 + 39 
30 0,35 1,01 +188 
45 0,30 0,94 +198 
60 0,32 1,40 +120 








B. Schiedt*), die ich Herrn Dr. Bachstez verdanke. Nach den Unter- 
suchungen von Dalmer und Moll") hat diese Substanz qualitativ die gleiche 
antiskorbutische Wirkung wie die Ascorbinsiiure, quantitativ entspricht sie, 
peroral gegeben, 1/,9, injiziert etwa */,, der Ascorbinsiiure. Demole'') hat 
spiiter besagte Wirkung bestiitigt und sie auf etwa 4/,, der Ascorbinsiure- 
wirkung bewertet. 

Aus der Tab. V ergibt sich, daB, wenn vom ersten Avitaminosetag ab 
tiglich 12 mg Isovitamin eingespritzt werden, es gelingt, nicht nur die Ticre 
mindestens 60 Tage bei Gewichtszunahme am Leben zu erhalten, sondern 
auch den Reduktionswert der Leber und der Nebenniere in gleicher Hohe 
zu halten, wie er sich fiir gleiche Dauer bei injizierten 5 mg Ascorbinsiiure 
ergibt. 

Auch eine Dosis von 6 mg Isovitamin geniigt, um den Reduktionswert 
der Leber und der Nebenniere mindestens fiir 30 Tage so hoch zu halten, 
dal er fiir das Uberleben des Tieres geniigt. 

Nicht einmal mit 15 mg gelingt es, den normalen Reduktionswert der 
Gewebe zu erreichen. Dies Resultat stimmt iiberein mit dem Befund von 
Zilva™), der in einer vergleichenden Untersuchung an einer Reihe von 
Isomeren der 1-Ascorbinsiiure priift, inwieweit die Gewebe diese Substanzen 
festhalten. Dieser Forscher fand, daB die d-arabo-Ascorbinsiure bei intra- 


*) Ber. chem. Ges. 66, 1054 (1988). %°) Diese Z. 222, 120 (1938). 
1) Biochemic. J. 28, 772 (1934). 2) Biochemie. J. 29, 1612 (1935). 
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Tabelle V. 























me : mg Ascorbinsiiure pro Gewichts- 
seat al e.. tittle | schwankungen 
ee Leber | Nebenniere g 
3: 6 mg Isovitamin C vom 1. Avitaminosetag ab. 
67: 0,09 | 0,50 — 12 
16. 0,03 | 0,22 a 
30°: 0,03 | 0,30 — 22 
- 12mg Isovitamin C vom 1. Avitaminosetag ab. 
2° 0,15 0,77 on, 30 
, 0,06 | 0,57 + 5 
17 0,09 0,60 + 42 
40 0,07 0,41 + 57 
60 0,17 | 0,48 + 42 
15 mg Isovitamin C vom 1. Avitaminosetag ab. 
15 0,10 | 0,75 + 20 
15 0,13 | 0,52 — 58 
30 0,07 | 0,59 + 52 
30 0,08 | 0,44 + 29 
45 0,09 0,52 — 52 








venéser Injektion von 50mg bei (seit 6 Tagen) in Avitaminose lebenden 
Meerschweinchen den Reduktionswert der Gewebe (innerhalb 24 Stunden 
seit der Injektion) weniger als die Ascorbinsiiure, aber mehr als die d-Gluco- 
ascorbin- und die d-Galaktoascorbinsiure erhéht. Die beiden letzteren Sub- 
stanzen haben keine antiskorbutische Wirkung und somit kommt der Ver- 
fasser zu dem Schlusse, daB die antiskorbutische Wirkung der Verbindungen 
dieser Gruppe von ibrer Fihigkeit abhiingt, in den Geweben festgehalten 
zu werden. 


Diskussion. 


Die aufgefundene Beziehung zwischen dem Logarithmus der 
Menge des vorhandenen Vitamins und der entsprechenden Dauer 
der Avitaminose, d.h. der exponentielle Verlauf des Vitamin C- 
Schwundes in der Nebenniere (wahrscheinlich auch aus anderen 
Organen), erklart den merklich raschen Vitaminschwund, den man 
schon yon den ersten Tagen an nach Entfernung des Vitamins 
aus der Diiit, beobachtet. So versteht man auch, warum zur Er- 
haltung des unveriinderten normalen Vitamin C-Spiegels in den 
Geweben es notig ist, daB tiglich eine gréBere Menge Vitamin C 
zugefiihrt wird, als sich aus der Darreichung der Dosis ergibt, 
die allgemein als biologische Schutzeinheit angesehen wird (etwa 
1 mg Ascorbinsiure), und warum relativ kleine Mengen Vitamin 
geniigen, um den niederen Vitaminspiegel, der sich nach wenigen 
Avitaminosetagen einstellt, um das Doppelte oder auch mehr 
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zu erhéhen. In der Tat geniigt 1 mg Ascorbinsdure bei peroraler 
Darreichung, um fiir 2 Monate und linger bei skorbutogener Ditit 
den Vitaminspiegel der Nebenniere und der Leber bei etwa 0,2 
bzw. 0,05 mg/g konstant zu halten; dabei bleiben die Versuchs- 
tiere am Leben (nicht zu 100°/.), und nehmen an Gewicht zu. 
Mit peroralen Dosen von 5,8 und 12mg Ascorbinsiiure dagegen 
gelingt es, den Vitaminspiegel der Leber und der Nebenniere nur 
bei Werten zu halten, die niedriger sind als ungefiihr die Hiilfte 
der mittleren Normalwerte. Erst mit 12mg Ascorbinsiure bei 
subcutaner Darreichung und 10¢ Kohlblatter (13 mg Ascorbin- 
siure) gelingt es, den Vitamin C-Spiegel in Leber und Neben- 
niere praktisch auf normaler Hiéhe zu halten. Diese Zahlen 
wurden erhalten, indem den Tieren vom ersten Tage der Skorbut 
erzeugenden Diit an Vitamin gereicht wurde. Sie vermitteln 
demnach eine Vorstellung dariiber, wieviel Vitamin ndétig ist, um 
den Schwund zu verhindern, d.h. iiber die GréBenordnung der 
Schutzdosis bezogen auf die Konstanterhaltung des Vitamin- 
spiegels der Gewebe. Wenn man dagegen erst die Gewebe fast 
alles Vitamin verlieren laBt (was sich in 10 Tagen Skorbut er- 
zeugender Diit erreichen l4Bt) und dann versucht, den Vitamin- 
spiegel auf den Normalwert zu bringen, braucht man wahrschein- 
lich eine héhere Dosis als die oben als Schutzdosis bezeichnete. 
Das ergibt sich hauptsichlich aus den Arbeiten von Jacobsen’), 
die zeigen, daB tigliche Dosen von 20mg Ascorbinsiiure, 3 Mo- 
nate hindurch Meerschweinchen nach 8 Tagen Skorbut erzeugen- 
der Diit gegeben, bei weitem nicht geniigen, um den Vitamin- 
spiegel der Gewebe auf den Normalwert zu bringen. Die Heil- 
dosis (bestimmt im Verhiltnis zum Vitamingehalt der Gewebe) 
ergibe sich mehr als doppelt so groB wie die mit dem gleichen 
MaBstab festgestellte Schutzdosis. Da die Minimalschutzdosis 
an Vitamin © beim Meerschweinchen nur einen geringen Vitamin- 
vorrat in der Nebenniere bedingt, war schon 1933 von Svirbely 
und Szent-Gyérgyi}’) aufgezeigt worden und sie waren zum 
SchluB gekommen, daB ein grofes Intervall besteht zwischen dem 
gesunden und dem kranken Zustand (Skorbut), und daB das Tier, 
wenigstens anscheinend und fiir eine gewisse Zeit, sich verhalten 
kann, als sei es normal, auch wenn nur eine kleine Vitamin- 
reserve in seinen Geweben vorhanden ist. Dieser Auffassung 
schlieBen sich Jacobsen und der Verfasser an. Welche Rolle 


15) Biochemie. J. 27, 279 (1933). 
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nun auch die Ascorbinsiure in der Zelltitigkeit (sie nimmt Teil 
an den durch Cyanid gehemmten Atmungsprozessen) spielen mag, 
so scheint die Interpretation des groBen Uberschusses an Vitamin, 
der unter normalen Bedingungen gegeniiber dem fiir das Leben 
unbedingt nétigen Minimum in den Organen vorhanden ist, als 
einer einfachen Reserve, die vor allem fiir die der Ascorbinsiure- 
synthese unfaihigen Wesen, wie Meerschweinchen und Mensch, von 
Nutzen ist, ungeniigend. Die Untersuchung an Tieren (Meer- 
schweinchen) zeigt, daB die Schutzbehandlung mit kleinen Dosen 
Vitamin C (0,5—1 mg) ungeniigend ist, um ein vollstandiges und 
dauerndes Wohlbefinden zu erhalten, sei es, da die Anzahl der 
Uberlebenden einer gegebenen Gruppe nicht 100°/, betrigt, sei 
es, daB nicht selten Skorbutsymptome auftreten (Schwellung der 
Gelenke, Verainderungen der Zahnpulpa, Straubung des Felles); 
andererseits hat die klinische Beobachtung seit langem einen 
Symptomkomplex (bei Kindern sehr hiufig), der durch eine Vita- 
min C-arme Diaét bedingt ist, als latenten Skorbut gekennzeichnet; 
beide Betrachtungen scheinen geniigend zu beweisen, daf, wenn 
die Gegenwart eines Vitaminminimums in den _ verschiedenen 
Organen und Geweben fiir das Leben unentbehrlich ist, ein voll- 
stindiges Wohlbefinden des Organismus eng gebunden ist an das 
Vorhandensein eines gewissen Uberschusses iiber dieses Minimum. 
Infolgedessen ist dieser VitaminiiberschuB gegeniiber dem noch 
am Leben erhaltenden Minimum als einfache Reserve aufzufassen, 
aber auch, mindestens bis zu einem gewissen Punkt, als Be- 
dingung dafiir, daB gewisse Zellfunktionen auf einem bestimmten 
Niveau und mit einem ,,Optimum* an Intensitaét stattfinden. 


Zusammenfassung. 


1. Vitamin C schwindet aus der Nebenniere des bei Skorbut 
erzeugender Diit gehaltenen Meerschweinchens in einem Vorgang, 
dessen graphische Darstellung sich durch eine ungefihr exponen- 
tielle Kurve geben liBt. Besagter Verlauf erklirt den raschen 
Abfall des Vitaminspiegels schon nach einigen Tagen Avitaminose 
(rc = etwa 2 Tage). 

2. Die Dosis Ascorbinsiiure, die man dem Meerschweinchen 
schon vom ersten Tage der Avitaminosediit an darreichen muB, 
um zu verhindern, daf der Reduktionswert der Leber und Neben- 
uiere unter die Norm zuriickgeht, ist viel héher als die allgemein 
als Schutz- oder Heildosis (0,5—1,0 mg) fiir Skorbut angesehene. 
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Sie entspricht 12 mg Ascorbinsiure (bei Einspritzung) und 10 ¢ 
Kohlblatter (= 13 mg Vitamin (). 

3. Da 12 mg Ascorbinsaiure bei peroraler Darreichung nicht 
ausreichen, um den Reduktionswert der Leber und der Neben- 
niere auf normaler Hohe zu halten, ergibt sich, da8 Vitamin 0. 
wenn es im Nahrungsmittel (Kohlblitter) zugefihrt wird, besser 
verwertet wird, als die isolierte und in Lésung dargereichte 
chemisch reine Substanz. 


4, Ascorbinsaéure wird, parenteral gegeben, besser verwertet, 
als wenn sie peroral angewandt wird. 


5. 12 mg Isovitamin C (Maurersche Saure) vom ersten Tage 
der Skorbut erzeugenden Diit an tiglich injiziert, erhalten die 
Tiere fiir mindestens 60 Tage am Leben, gewohnlich mit Gewichts- 
zunahme, und einem Reduktionswert der Nebenniere und der 
Leber, der dem Werte entspricht, den man bei Injektion von 
5 mg Ascorbinsaure erhilt. 


6. Der UberschuB an Vitamin © in den Geweben bei nor- 
malen Bedingungen tiber das zum Leben unbedingt nétige Minimum 
(1/,>—’/, des Normalwertes) muB weniger als eine Reserve, denn 
als eine Bedingung fiir den optimalen Verlauf der Zellfunktionen 
angesehen werden. Die Reduktion dieses Uberschusses fihrt zum 
Kintritt jener hyponormalen Lebensbedingungen, die klinisch im 
Symptomenkomplex des latenten Skorbuts offenbar werden. 
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Zur Kenntnis des Mandarinenpigments. II. 
Von 
L. Zechmeister und P. Tuzson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Pécs, Ungarn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1936.) 


Der leuchtend gelbe Farbstoff der Mandarine (Citrus madu- 
rensis) bildete den Gegenstand einer vor 3 Jahren veréffentlichten 
Notiz?), in der versucht wurde, krystallisierte Polyene aus der 
priparativ bishin nicht verarbeiteten Frucht zu gewinnen. Wir 
stellten fest?), daB das Pigment der Schale sowie des Fleisches 
Polyen-kohlenwasserstoffe und ein verwickelt zusammengesetztes 
Farbwachs enthalt, konnten aber damals nur /- Carotin isolieren. 

Die Methodik jener Versuchsreihe war unzureichend: die 
Chromatographie wurde lediglich bei der letzten Reinigung der 
fiir die Elementaranalyse bestimmten Carotin-Priparate angewandt, 
welche auffallend hartnickig einen sauerstoffhaltigen Farbstofft 
zuriickhielten. Zwecks Weiterfiihrung der Arbeit befolgten wir 
nun die von Tswett ersonnene Ausfiihrungsform der Adsorptions- 
analyse, wo nur tunlich, bei der Aufteilung der Rohextrakte und 
kénnen heute Naheres iiber den Mandarinenfarbstoft berichten. 

In dem epiphasischen Anteil wird die Anwesenheit von Carotin 
C,,H;, bestatigt, es hat sich jedoch gezeigt, daB das letztere, 
entgegen unseren friiheren Angaben nur 5—10°/, dieser Fraktion 
ausmacht. Der Hauptfarbstoff derselben sowie der ganzen 
Frucht ist Kryptoxanthin®) C,,H,,O, das weder spektroskopisch, 
noch durch die friiher ausgefiihrte Art der Entmischung von dem 
Polyen-kohlenwasserstoff geschieden werden kann. In der Tswett- 
schen Siule gelang die Trennung leicht und fihrte zur Isolierung 
von hiibschen Krystallen., 

Dasselbe gilt fiir die aus dem Fruchtfleisch bereiteten Ausziige. 





1) Diese Z. 221, 278 (1983). 

*) Frithere Literaturangaben: I. Mitt., S. 278. 

8) Entdeckt von R. Kuhn u. Chr. Grundmann in der Physalis- 
Pflanze: Ber. chem. Ges. 66, 1746 (1933). 








192 L. Zechmeister und P. Tuzson, 


Das Verhialtnis Carotin: Kryptoxanthin kann schwanken; es 
betrug 1:10 bis 1:25 in den jiingst untersuchten Drogen, die 
erheblich carotinirmer sind, als das friiher gepriifte Material, 
Zweifellos ist die Provitamin A-Wirkung der Mandarine in 
erster Linie, nicht, — wie wir friiher dachten —, dem Carotin- 
gehalt, sondern dem Kryptoxanthin zuzuschreiben?), von welchem 
in 1 kg frischem Fleisch z. B. 6—7 mg enthalten sind. 

Der in der Schale, ferner auch im Fleisch vorliegende, durch 
die Verseifung hypophasisch gewordene Pigmentanteil ist ein 
Gemisch, in welchem keine Komponente mengenmia8ig vorwiegt 
und dessen Kompliziertheit an das Paprika-Farbwachs erinnert. 
Die entsprechend bereiteten Chromatogramme weisen meist 15 
bis 20 Farbzonen auf, aus welchen wir bisher krystallisiertes, reines 
Lutein (Xanthophyll) C,,H,,O, gewinnen konnten. Ein anderer 
Teil des Pigmentinhaltes gibt mit starker Salzsiure eine schéne, 
dunkelblaue Farbreaktion; fiir die in der I. Mitt. vermutete An- 
wesenheit von Violaxanthin ©,,H,,O, (oder von einem &hnlichen 
Carotinoid), konnten aber hinreichende Beweise noch nicht er- 
bracht werden. Das gleiche gilt fiir Zeaxanthin. 

Mit der Bearbeitung der Orange (Citrus aurantium) in 
gréBerem Ma8stab sind wir seit lingerer Zeit beschiftigt*). Das 
in den Schalen reichlich vorhandene itherische Ol stért die 
Untersuchung nicht, da es, wie erwihnt, durch eine vorsichtig ge- 
leitete, im Vakuum ausgefiihrte Wasserdampf-destillation entfernt 
werden kann. Dies ist bei dem epiphasischen Anteil unumgiinglich. 


Versuche. 


Ausgangsmaterial. Die nachstehenden Versuche beziehen sich auf 
15 kg Mandarine italienischer Herkunft, die im Februar verarbeitet wurde 
und 3,75 kg Schale, nebst 11,25 kg Fleisch lieferte. Das frische Material 
enthielt: 














| 1 kg Schale | 1 kg Fleisch 





Epiphasische Polyene (als ,,Carotin“ ber.).. 28,1 mg 6,9 mg 
Hypophasische Polyene (als ,,Lutein“ ber.). 49,8 mg 2,8 mg 











Verarbeitung der Schale. Die frisch abgezogenen Schalen wurden 
in der Fleischhackmaschine zerteilt, tiber Nacht mit Alkohol entwiissert, 
gepreBt, bei 835—40° getrocknet, vermahlen (600 g) und mit kaltem, peroxyd- 


1) Bekanntlich gilt Analoges fiir die Maiskérner: R. Kuhn u. Chr. 
Grundmann, Ber. chem. Ges. 67, 598 (1934). 
®) Vgl. die FuBnoten 1 und 2 auf S. 278 der I. Mitt. 
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freiem Ather erschépft. Nachdem wir den Auszug, wie gewéhnlich, mit 
methylalkoholischem Kali bei Raumtemperatur verseift hatten, lieBen sich 
die itherischen Ole aus dem Trockenriickstand der Farbstofflésung leicht 
entfernen, niimlich durch UbergieBen mit Wasser und Verjagen des letzteren 
im Vakuum (Dauer 2—3 Stunden, AuBentemperatur héchstens 55°. Nun 
wurde der dunkelrote, dlige Riickstand in Ather aufgenommen, nach 
dem Abdampfen in Benzin (Siedep. 70—90°) iibergefiihrt, schlieBlich mit 
90°/,igem Methanol wiederholt ausgeschiittelt. Unter solchen Bedingungen 
sucht nur ein kleiner Bruchteil des Kryptoxanthins die Unterschicht auf. 


a) Epiphasisches. Die mit Wasser gewaschene obere Phase wurde 
verdampft und ihr Riickstand in einem kleinen Ké6lbchen 24 Stunden in 
gutem Vakuum stehen gelassen. Das so entwisserte Materiai ist zur Chro- 
matographie geeignet. Aus Benzin erhielten wir auf Calciumhydroxyd das 
folgende Bild (Dicke der Schichten in Millimetern): 


1 violett (ohne definierbares Spektrum), 
100 orange: Kryptoxanthin, etwa $5°/, des Pigmentinhaltes der Siule, 
30 hellorange: nicht krystallisierbar (511, 479 uu, in CS,), 

2 gelborange: #-Carotin (mit Spur a). 


Das mit sprithaltigem Ather bereitete Eluat des Kryptoxanthins wurde 
einer neuerlichen Adsorptionsanalyse unterworfen. SchlieBlich fihrten wir 
den Farbstoff in Ather iiber, lésten den Trockenriickstand des letzteren in 
wenig warmem Benzol und setzten warmen Methanol zu. So wurden 168 mg 
eines hiibsch krystallisierten Kryptoxanthin-Priiparates gewonnen, das noch 
farblose Begleiter enthielt, jedoch das richtige Spektrum zeigte: optische 
Schwerpunkte in Schwefelkohlenstoff: 519 und 483,5 uu. Blumenartig ver- 
wachsene, diinne, breite, zugespitzte Tafeln, die man zwecks Vornahme der 
Analyse am besten mit Methanol auskocht. Ein Teil des Kryptoxanthins 
und die Gesamtmenge der Verunreinigungen gingen so in Lésung. Schmelz- 
punkt des aus Benzol + Methanol umgeschiedenen Riickstandes: 168—-169° 
(korr., Berl-Block). 


4,234 mg Subst.: 13,465 mg CO,, 3,891 mg H,0. 
C,H;.0 Ber. C 86,89 H 1022 Gef. © 86,73 H 10,28. 


b) Hypophasisches. Dieser Farbstoffanteil wurde aus dem Holz- 
geist in Ather, dann, nach dem Trocknen (wie beschrieben) in Benzol iiber- 
gefiihrt und zuniichst in Calciumhydroxyd (3 Siulen) aufgeteilt. In diesem 
Adsorptionsmittel wird die Hauptmenge des Pigments so fest fixiert, daB 
die sechs cberen Zonen auch nach dem Entwickeln keine weiBen Zwischen- 
riume aufwiesen. Je 1 Rohr zeigte folgende Schichtung: 


10 hellbraun, ohne Spektrum, 

10 violett-dunkelbraun, ohne Spektrum, 

40 hellgelb , 

30 ehealioliselb} sameness, 

20 blaBgelb, 

40 briiunlichorange: Lutein usw. 

20 bla8 rosastichig: Kryptoxanthin (sehr wenig). 


Die aus den 3 Siulen erhaltenen dritten und vierten Zonen lieBen sich 


auf Calciumearbonat, aus Schwefelkohlenstoff chromatographieren und 
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ergaben (nebst tiber 10 zwirndiinnen, verschieden gefirbten Bezirken) dre; 
Hauptscheiben, von denen keine Krystalle liefert. Die oberste enthalt einen 
Farbstoff, der stark mit konzentriertem HCl reagiert (blau), ein besonders 
schénes Spektrum zeigt [497, 467, (439) wu, in CS,] und vielleicht mit einem 
Begleiter des Violaxanthins identisch ist'). Der mittlere Farbring ist ein 
Gemisch (Spektrum verschwommen), wiihrend die tiefst-liegende Hauptzone 
Flavoxanthin enthalten kénnte (476, 445 uu, in CS,); die blaue HCl-Reaktion 
verblaBt nicht rasch. 

Die vorletzte Farbscheibe des oben abgedruckten Schemas (Dicke 40 mm) 
gab den Farbstoffinhalt an Methanol + Ather leicht ab. Mit dieser Frak- 
tion wurde ein weiteres Chromatogramm bereitet (CaCO,, CS,): das Pigment 
verteilte sich auf tiber 10 Bezirke, von welchen ein breiter, orangegelber 
Ring etwa '/; der gesamten Farbstoffmenge enthielt und vorwiegend aus 
Lutein (Xanthophyll) bestand. In einer neuen Siule gab dieser Antei! 
noch einen violettstichigen Nebenfarbstoff ab, der héchstens 10°/, des Roh- 
luteins ausmacht und sich leicht abwiirts-waschen laBt. Nachdem der letztere 
entfernt worden, isolierten wir 15 mg gut krystallisiertes Lutein. Schmelz- 
punkt nach dem Umscheiden aus Benzol + Petrolither: 189°, optische Schwer 
punkte 508, 475 uu (CS,). 


3,416 mg Subst.: 10,572 mg CO,, 3,075 mg H,0. 
C,,H,,.0, Ber. C 84,45 H 9,92 Gef. C 84,40  H 10,07. 


Verarbeitung des Fleisches. Das Material wurde wie in der I. Mitt. 
behandelt (bis zu Zeile 11, S. 279). Nach dem Verseifen hat man den 
Trockenriickstand des Athers zwischen Benzin und 90°/,igem Methanol 
verteilt; aus der Unterschicht wurde dann der Farbstoff in Ather iiber- 
gefihrt, dessen Abdampfriickstand, ebenso wie derjenige des Benzinextraktes, 
24 Stunden im Vakuum verweilte. 


a) Epiphasisches. Chromatogramm aus Benzin, auf Calciumhydroxyd: 
1 violett, ohne Spektrum, 
100 orange, unterer Teil dunkler: Kryptoxanthin (iiber 90°/,), 
10 hellorange: unbekannt (510, 479 uy in CS,), 
5 zwei gelbe Zonen; laufen durch: §- und «-Carotin. 


Die Hauptschicht lieferte 53 mg wohlkrystallisiertes Kryptoxanthin. 


b) Hypophasisches. Die Verarbeitung richtete sich nach der, fiir 
die entsprechende Fraktion des Schalenpigments gegebenen Vorschrift. 
Chromatogramm aus Benzol, auf Calciumhydroxyd: 


20 briunlichgelb, ohne Spektrum, 

4 dunkelviolett-braun, ohne Spektrum, 

60 hellgelb: verwickeltes Gemisch, 

30 orangegelb: Lutein usw., 

10 rosenrétlich: Kryptoxanthin (sehr wenig). 





1 R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 332 (1931). 











Das Redoxpotential von «-Amino-/-ketobuttersiureester 
und von Redukton (Enoltartronaldehyd). 
Von 


C. Martius und F, Knoop. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. April 1936.) 


Bei Versuchen mit Oxyaminosiiuren wurde, wie bereits kurz 
erwihnt wurde’), gefunden, dab die e-Amino-/-ketobuttersiiure 
bzw. ihr Athylester ein besonders hohes Reduktionsvermégen be- 
sitzt. Das war an sich zu erwarten, denn die e@-Amino-f-keto- 
siureester gehéren ja ihrer Konstitution nach in dieselbe Klasse 
von hochreduzierenden aliphatischen Stoffen wie das Redukton 
(Enoltartronaldehyd), fiir die daher der Begriff ,,.Reduktone“ ge- 
prigt wurde. So wie Redukton oder Ascorbinsiiure gewissermaBen 
aliphatische Orthodiphenole darstellen?), sind die Aminoketosiiure- 
ester als aliphatische Orthoaminophenole aufzufassen. Der be- 
sonders leichte Ubergang in die o-Chinonform bzw. o-Chinon- 
iminform erklirt auch hier die besonders hohe reduzierende 
Wirkung. Diese wurde zunichst gegeniiber Redoxindicatoren 
festgestellt. Glatt entfarbt werden durch «-Amino-f-ketobutter- 
siiureester Indigodisulfonat, Janusgriin, Phenosafranin, Safranin VK 
und Neutralrot, letzteres allerdings zum gréBten Teil irreversibel. 
Da negativere Redoxindicatoren als diese ja nicht zur Verfiigung 
stehen, wurde das Redoxpotential potentiometrisch gemessen. 

Der Aufbau der Apparatur war der iibliche [vgl. etwa Green®*)]. 
Der Stickstoff wurde zur Befreiung von O, iiber eine 50 cm lange 
Schicht von auf 550° erhitztem Cu geleitet. Von dem durch 
mehrfaches Umkrystallisieren aus Aceton + Ather gereinigten 
salzsauren Ketoaminobuttersiureester wurden 18 mg in 25 ccm 
m/4-Puffer gelést. Gemessen wurde gegen eine gesiittigte Kalomel- 
') F. Knoop u. Mitarb. Diese Z. 239, 39 (1936). 

2) v. Euler u. Martius, Liebigs Ann. 505, 78 (1933). 
*) Biochemic J. 27, 1044 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXL. 14 
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elektrode an blanken Pt-Elektroden; Hg-Elektroden hatten sich 
als unbrauchbar erwiesen. Das Potential stellte sich sehr ver- 
schieden rasch ein. Bei p,, 4,5—6,5 war es z.'T. schon nach 
2 Stunden konstant, in stirker alkalischer Lésung dauerte die 
Kinstellung jedoch bis zu 20 Stunden, wenn auch der Anstieg 
gegen Schlu8 nur langsam war. Die Potentialmessungen waren 
bis auf wenige Millivolt reproduzierbar. 























t = 25° 

Pu E,, Volt E, Volt rR, 
4,53 — 0,186 +- 0,077 2.6 
4,87 — 0,210 + 0,072 2.4 
5,98 — 0,266 + 0,081 2.7 
6,53 — 0,294 +- 0,085 29 
7,10 ~ 0,328 + 0,083 2,8 
8,68 — 0,362 me — 

Mittelwert 0,077 | 2,7 


Das hier gemessene Potential ist zweifellos das eines irre- 
versiblen Systems, was schon aus der Bildung von Dimethyl- 
pyrazin-dicarbonsaureester bei Oxydation des Ketoaminobutter- 
siureesters folgt. Im iibrigen bedarf dessen Abbau, bei welchem 
auch NH, auftritt, noch weiterer Aufklirung. 

Mit dem #,-Wert von 0,077 MV ist der Ketoaminobuttersiiure- 
ester jedenfalls einer der stiirkst reduzierenden organischen 
Stoffe iiberhaupt. Das an Hg gemessene Redoxpotential des 
Cysteins liegt zwar etwa in gleicher Héhe, jedoch liegen nun ge- 
rade hier noch besondere Verhiiltnisse vor. Bei p,, 6,80 entfirbte 
eine mit eC], versetzte Cysteinlésung zwar glatt Indigodisulfonat, 
war jedoch auch im Verlauf mehrerer Tage auf Janusgriin ohne 
Kinwirkung, so daB das anderen reduzierbaren Verbindungen 
gegentiber betitigte Redoxpotential wohl wesentlich niedriger liegt 
als das sich aus den Messungen ergebende. 

Im AnschluB an diese Messungen wurde auch das Redox- 
potential des Reduktons zu messen versucht, iiber das bisher 
noch keine genauen Angaben gemacht wurden. Es zeigten sich 
hierbei dieselben Schwierigkeiten, wie sie von Wurmser bei 
Messung des Potentials alkalischer Zuckerlésungen beobachtet 
wurden. In dem p,-Bereich von 4,6—6 schienen sich zwar nach 
einiger Zeit, etwa 6 Stunden, konstante Potentiale einzustellen. 
Messungen im stirker alkalischen Gebiete machten es jedoch 
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wahrscheinlich, daB hier die geringe Kinstellgeschwindigkeit ein 
Konstantwerden des Potentials vortiiuscht, dessen #,-Wert bei 
Pq 425 um 300 MV negativer befunden wurde, als bei p,, 4,62. 


22 mg Redukton, mit NaOH neutralisiert und in 25 cem m/4-Puffer 
gelost, zeigten an blanken Pt-Elektroden bei ¢ = 25° die Potentiale 

Pu 4,62 5,12 5,91 6,49 7,25 (nach 20 Stunden) 

E, —0,090 —0,1832 —0,225 -—0,271 —0,535 Volt 

E, +0,424 +0,411 +0,363 +0,351 +0,181 Volt. 


Versuche mit Farbstoffindicatoren brachten Hinweise auf die 
vorliegenden Verhiltnisse. Bei p,, 8,7 zeigte Redukton auf In- 
digodisulfonat und Janusgriin zunichst keine Kinwirkung. Nach 
20 Stunden war das Janusgriin ohne entfirbt zu sein ausgeflockt, 
das Indigocarmin jedoch reduziert. Schiittelte man jetzt mit Luft, 
so erschien die blaue Farbe wieder, die erst nach wieder etwa 
20 stiindigem Stehen abermals verschwunden war. Beim Erwiairmen 
alkalischer Reduktonlésungen mit Indigocarmin wird dieses sofort 
reduziert. Man darf hieraus wohl schlieBen, da8 dem Redukton 
als solchem ein Potential etwa von der GréBe desjenigen der 
Ascorbinséure zukommt, und daB die sich nach einiger Zeit — 
schneller beim Erwiirmen — einstellenden negativeren Potentiale 
auf die Bildung eines noch unbekannten stiirker reduzierenden 
Stoffes zuriickzufiihren sind. 

Die weitgehende Ubereinstimmung im Verhalten yon Redukton 
und alkalischen Zuckerlésungen berechtigt wohl weiter zu dem 
Schlusse, daf die an diesen beobachteten Reduktionserscheinungen 
auf die Bildung von Redukton bzw. dessen Umwandlungsprodukt 
zuriickzufiihren sind. 
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Zur Adsorption stickstoffhaltiger Substanzen 
aus wafrigen Liésungen. 


Von 


D. Ackermann und H. G. Fuehs. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1936.) 


Die bemerkenswerte Verdéffentlichung von W. Koschara') iiber 
Adsorptionsanalyse wiBriger Lésungen veranlabt uns zu einer kurzen Mit- 
teilung iiber Erfahrungen, die von uns schon seit lingerem bei Aufarbei- 
tungen von Harnen, tierischen Extraktlésungen und EiweiBhydrolysaten mit 
Lloyds Reagens*) gewonnen wurden. Schon Folin’) stellte fest, da8 damit 
Kreatinin abgeschieden werden kann und Gaebler und Keltch’) sowie nach 
ihnen F. Linneweh*‘) benutzten dies zur Reindarstellung von Kreatinin aus 
Blut. Weber) gelang damit die Isolierung von Glykocyamin aus Harnen. 

Wir konnten nun feststellen, dab bei Anwendung geniigender Mengen 
Adsorbens in 5°/, iger Schwefelsiure eine ‘ihnlich weitgehende Abscheidung 
von stickstoffhaltigen Substanzen erfolgt, wie mit Phosphorwolframsiure. 
Sowohl in einem Krabbenextrakt, der ja unter andern Purinbasen, Betaine, 
Arginin, Lysin, Methylpyridinammoniumhydroxyd enthilt, wie in einer Eiweif- 
hydrolyse, lie sich nach ausreichender Lloydadsorption keine oder nur eine 
unverhiltnismibig schwache Fallung mit Phosphorwolframsiiure mehr erzielen. 
Eine Ahnlichkeit mit der Phosphorwolframsiurewirkung liegt auch insofern 
vor, als Harnstoff bei nicht zu geringer Konzentration gleichfalls zum Teil 
festgehalten wird ebenso wie Kali und Ammoniak in gewissem AusmaBe. 
Man schiittelt entweder bei Gegenwart von 5°/,iger Schwefelsiure mit Lloyd, 
saugt ab, wiischt zuerst mit 5°/,iger Schwefelsiure, dann mit Wasser bis zur 
neutralen Reaktion und eluiert mit Barytwasser nach Verreiben unter erneutem 
Schiitteln, oder man gieBt die schwefelsaure Fliissigkeit auf das Filter einer 
Nutsche, welches die Aufschwemmung des Adsorbens mit 5°/, iger Schwefelsiure 
enthialt, wiischt, wie oben und eluiert dann mit Barytwasser auf der Nutsche. 

Ein Nachteil ist, daB auch bei griindlicher Elution ein Teil der Basen 
nicht vom Adsorptionsmittel zu trennen ist, doch hat man ja bei der Zer- 
setzung von Phosphorwolframsiureniederschligen mit Baryt, zum mindesten 
in der Kilte, mit derselben Schwierigkeit zu rechnen. Der Vorzug dieser Adsorp- 
tion gegeniiber der Phosphorwolframsiurefillung scheint uns bei Aufarbeitung 
gréBerer Mengen vor allem in dem geringeren Preis zu liegen, ein Nachteil in 
der langen Einwirkungsdauer des Baryts, wenigstens, wenn man sich des zeit- 
raubenden Filtrationsverfahrens statt des Schiittel- oder Riihrverfahrens bedient. 

Eine Méglichkeit der schichtweisen Trennung hat sich uns bisher, 
wenigstens bei Arginin und Histidin nicht ergeben, denn beide Basen ver- 
schwanden, wie sich mit den Farbenreaktionen (Sakaguchi- und Diazoprobe) 
erweisen lieB, in etwa gleich hoher Schicht aus dem Adsorbens. 

Statt Lloyds Reagens lieB sich auch Frankonit ,,KL“**) bei Gegenwart 
von 5°/, iger Schwefelsiure mit gleichem Erfolg verwenden. 
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